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Introduction
Parmi la grande diversite´ des structures carbonate´es produites par les organismes vivants, les
coquilles de mollusques ont tre`s toˆt suscite´ un grand inte´reˆt, et souleve´ la question fondamentale
de leur mode de formation (Re´aumur, 1709). Il est en effet e´tabli de`s le milieu du 19e sie`cle (Bower-
bank, 1843) que les squelettes et coquilles sont acellulaires, et que leur mine´ralisation constitue un
processus extra-cellulaire : ce dernier re´sulte de l’activite´ se´cre´trice de cellules de tissus spe´cialise´s
(dans le cas qui nous concerne, il s’agit de la bordure du manteau des mollusques). Ces cellules
sont capables de produire des unite´s cristallines tre`s re´gulie`rement arrange´es, dont les ge´ome´tries
sont particulie`rement bien de´finies et spe´cifiques des diffe´rentes couches formant les coquilles. Les
premie`res ve´ritables e´tudes microstructurales syste´matiques des coquilles des mollusques (Bøggild,
1930; Taylor et al., 1969) ont par la suite de´montre´ la forte de´pendance taxonomique des orga-
nisations et morphologies cristallines. Ces premiers e´le´ments ont ainsi tre`s toˆt mis en e´vidence la
ne´cessite´ de me´canismes de controˆle fort, qui permettent aux mollusques de diriger pre´cise´ment la
formation et la croissance de leurs coquilles : pour autant, les processus fondamentaux de la bio-
mine´ralisation carbonate´e et de son controˆle biologique par l’organisme restent encore, a` ce jour,
a` e´lucider.
Une deuxie`me e´vidence du roˆle actif de l’organisme dans la mine´ralisation de son squelette appa-
rait de`s le de´veloppement des premiers traceurs pale´o-environnementaux : lorsque Urey et al. (1951)
tentent d’appliquer leur premier pale´othermome`tre, base´ sur le ratio des isotopes de l’oxyge`ne, sur
le rostre d’une belemnite du Jurassique, ils constatent une variation significative de la relation
de thermo-de´pendance par rapport aux mesures re´alise´es a` partir d’expe´riences de pre´cipitations
inorganiques in-vitro (McCrea, 1950). Cette premie`re constatation de´montre ainsi que la bio-
mine´ralisation carbonate´e ne peut eˆtre explique´e d’apre`s les seuls me´canismes de croissance cris-
talline en solution. Il sera observe´ par la suite que cet ”effet vital” est lui aussi de´pendant de la
taxonomie : ainsi diffe´rentes espe`ces de coraux, e´leve´es dans les meˆmes conditions, enregistrent bien
une variation du ∂18O selon la tempe´rature, mais avec une pente qui est propre a` chaque espe`ce
(Weber et Woodhead, 1972). L’utilisation des traceurs environnementaux dans les biomine´raux
devient de`s lors empirique, et la ne´cessite´ d’une calibration corrigeant ce biais syste´matique, et ce
pour chaque espe`ce e´tudie´e, ne fait que refle´ter l’incompre´hension des processus fondamentaux de
biomine´ralisation (Blamart et al., 2005; Meibom et al., 2007).
Paralle`lement, on soupc¸onne rapidement les matrices organiques pre´sentes dans les coquilles
de jouer un roˆle majeur dans les processus conduisant a` leur formation. La pre´sence de mole´cules
organiques associe´es a` la phase mine´rale est en effet observe´e assez toˆt dans les biomine´raux. Ainsi,
de`s 1808 De Bournon rapporte la pre´sence d’une matie`re ”ge´latineuse place´e par l’animal” dans les
coquilles, et ces constituants seront par la suite regroupe´s sous une appellation ge´ne´rique : ”con-
chyoline” (Fre´my, 1855). Il faut attendre l’apparition des techniques de biochimie analytique (chro-
matographie, e´lectrophore`se, etc.) pour que l’on puisse pre´ciser la complexite´ de ces assemblages
mole´culaires, a` partir de la fraction organique extraite (Abelson, 1954, 1957; Tanaka et al., 1960;
Crenshaw, 1972; Weiner, 1979 e´tant parmi les premiers). Ces investigations ont, la` aussi, illustre´
la forte de´pendance taxonomique des compositions biochimiques de ces matrices organiques. Ces
premiers re´sultats ont donc conduit a` soupc¸onner ces assemblages mole´culaires, pourtant pre´sents
en tre`s petites quantite´s (quelques % en masse), de constituer en re´alite´ la cle´ du controˆle bio-
logique : ce serait donc par l’interme´diaire de ces mole´cules, se´cre´te´es par les cellules de l’organe
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mine´ralisant, que l’organisme pourrait ve´ritablement maitriser la formation de sa coquille.
Les mode`les de biomine´ralisation qui inte`grent cette notion d’une phase organique capable de
moduler les morphologies et/ou mine´ralogies de la phase mine´rale, sont souvent appele´s ”matrix
mediated” ou ”organic templated” (Wada, 1961; Lowenstam, 1981; Mann, 1988; Lowenstam et
Weiner, 1989; Weiner et Addadi, 1991; Ehrlich, 2010). Mais la multiplicite´ des mode`les que l’on
trouve dans la litte´rature ne fait que refle´ter notre compre´hension encore largement imparfaite
des me´canismes a` l’œuvre : mode`les ”organic templated” tel que cite´ ci-dessus, mais aussi les
mode`les de ”compartimentation” (Nakahara et Bevelander, 1971), d’auto-assemblages de nano-
blocs conduisant a` des ”me´socristaux” (Co¨lfen et Antonietti, 2008; Vielzeuf et al., 2010; Floquet
et Vielzeuf, 2011). Et certains auteurs re´cents sugge`rent encore l’intervention de me´canismes de
pure croissance cristalline en solution (Checa, 2000; Rodriguez-Navarro et al., 2011).
Les seules observations microstructurales, ou les seules analyses de la matrice organique extraite
des coquilles et de´corre´le´es de l’organisation architecturale, sont insuffisantes pour rendre pleine-
ment compte de la complexite´ des processus de biomine´ralisation. Les re´partitions des mole´cules
organiques sont he´te´roge`nes dans les coquilles, intimement lie´es a` l’organisation microstructurale
des couches ; et, si certains compose´s sont inter-cristallins, telles les membranes se´parant tablettes
de nacre (Gre´goire, 1957, 1960, 1967) ou prismes (Wada, 1961; Gre´goire, 1961, etc.), d’autres sont
incorpore´s dans la phase mine´rale a` des e´chelles infra-microme´triques (Mutvei, 1969; Krampitz
et al., 1976; Cuif et al., 1980; Weiner et Traub, 1984; Kobayashi et Samata, 2006; Weiner, 2008).
La compre´hension des me´canismes de biomine´ralisation passe donc, ne´cessairement, par l’ob-
servation et la caracte´risation in-situ des associations organo-mine´rales a` l’e´chelle ou` celles-ci in-
terviennent lors de la formation du test, c’est a` dire des e´chelles microstructurales jusqu’a` l’e´chelle
mole´culaire. Assez toˆt, des tentatives ont e´te´ re´alise´es dans ce sens, principalement a` l’aide de
de´calcifications observe´es par microscopie e´lectronique en transmission (Gre´goire et al., 1955;
Gre´goire et Teichert, 1965; Mutvei, 1969; Uozumi et al., 1971) ou a` balayage (Taylor et al., 1969).
Ces dernie`res permettent de localiser les zones enrichies en compose´s organiques (les membranes
ou enveloppes organiques peuvent par exemples eˆtre mises en e´vidence). Quelques caracte´risations
in-situ ont meˆme e´te´ effectue´es, a` l’aide d’hydrolyses re´alise´es avec des enzymes (Keller, 1981; Cuif
et al., 1981).
Mais c’est ve´ritablement le de´veloppement re´cent des techniques d’imageries, telles les tech-
niques de microspectroscopie XANES (Pickering et al., 1998; Dauphin et al., 2003a, 2005; De Sta-
sio et al., 2005; Dauphin et al., 2008) ou infrarouge (Boskey et Camacho, 2007; Cotte et al., 2008;
Dauphin et al., 2008, 2010; Lebon et al., 2011), de microscopies confocales (Dauphin et al., 2008;
Nehrke et Nouet, 2011) ou de microspectrome´trie de masse (Heim et al., 2009; Farre et al., 2011),
etc. qui rendent aujourd’hui possibles des investigations bien plus pousse´es.
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Les principaux types structuraux des Mollusques
Un deuxie`me point doit eˆtre pris en conside´ration. Pour d’e´videntes raisons de simplicite´, la
majorite´ des e´tudes portant sur les mollusques, et donc des mode`les de mine´ralisation qui en
de´coulent, s’est focalise´e sur les coquilles ne pre´sentant que des microstructures simples, en ge´ne´ral
une couche externe compose´e de larges prismes en calcite (Figure 1a) et une couche interne com-
pose´e de tablettes de nacre en aragonite (Figure 1b) (Travis, 1968; Nakahara et Bevelander, 1971;
Nudelman et al., 2006; Dauphin et al., 2008 etc.).
Figure 1 – a) Prismes simples (calcite), Pinna nobilis. b) Nacre (aragonite), Pinctada margariti-
fera. c) Nacre (aragonite), Haliotis. d) Prismes fibreux (calcite), Mytilus edulis. e) Folie´ (calcite),
Crassostrea gigas. f) Folie´ croise´ (calcite), Patella vulgata.
Mais les coquilles de mollusques peuvent eˆtre beaucoup plus complexes, pre´senter un plus grand
nombre de couches, associant diffe´rents types microstructuraux (Bøggild, 1930; Kobayashi, 1971;
Taylor et al., 1973). Au sein des principaux types usuellement de´crits (dont quelques exemples sont
illustre´s figure 1), on notera de plus une grande variabilite´ : ainsi, les structures prismatiques, qui
sont ge´ne´ralement en calcite, peuvent aussi exister en aragonite. La nacre, toujours aragonitique, est
tre`s diffe´rente chez les bivalves (organisation en mur de brique, figure 1b) et chez les gaste´ropodes
(tablettes superpose´es en piles d’assiettes, figure 1c). En re´alite´, le mode`le nacro-prismatique ne
concerne qu’un nombre restreint de taxons. A l’inverse, les types entrecroise´s (lamellaire croise´ et
folie´ croise´) sont de loin les plus abondants (Bøggild, 1930) : en ce qui concerne la classe des bivalves
par exemple, 50% des familles pre´sentent au moins une couche lamellaire-croise´e, et, bien souvent,
la totalite´ de la coquille est compose´e de multiples couches lamellaires croise´es. Par comparaison,
25% seulement pre´sentent une couche nacre´e (Figure 2). En ce qui concerne les gaste´ropodes,
la proportion est encore plus faible. Mais ces types restent tre`s peu aborde´s dans les e´tudes de
biomine´ralisation, et ce paradoxe entre l’abondance de donne´es pour une couche assez rare (la
nacre) et le peu d’informations disponibles sur la couche la plus fre´quente (le lamellaire-croise´) est
frappant.
Or il convient bien e´videmment, si l’on souhaite aboutir a` une meilleure compre´hension des
me´canismes fondamentaux qui dirigent la (les) biomine´ralisation(s) des coquilles des mollusques,
de ve´rifier dans quelle mesure les mode`les de biomine´ralisation de´veloppe´s a` partir de coquilles
”simples” sont aussi applicables a` des organisations microstructurales plus complexes.
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Figure 2 – Essai de reconstruction phyloge´nique des bivalves et distribution des principaux groupes
microstructuraux constituant leurs coquilles (modifie´ d’apre`s Taylor et al., 1973).
La microstructure lamellaire-croise´e
L’architecture fondamentale de la microstructure lamellaire croise´e (Bowerbank, 1843; Bøggild,
1930; Kobayashi, 1964; Taylor et al., 1969; Denis, 1972; Wilmot et al., 1992) a fait l’objet de
plusieurs pre´cisions et corrections. Nous emploierons dans cette e´tude l’appellation ”lamellaire
croise´e” telle que de´finie par McClintock (1967) ; ce dernier dissocie la microstructure aragonitique
(lamellaire croise´e) de la structure calcitique (nomme´e pour l’occasion folie´-croise´), qui avaient e´te´
toutes deux auparavant regroupe´es sous l’appellation ”lamellaire-croise´” par Bøggild (1930), ce qui
pouvait eˆtre source de confusion.
Cette structure est compose´e d’unite´s entrelace´es a` plusieurs ordres de grandeurs distincts. Ses
e´le´ments constitutifs de base sont de petites unite´s cristallines allonge´es, de 100 a` 200 nm de largeur
(nomme´es lamelles ou baˆtonnets de 3e ordre), juxtapose´es et arrange´es en feuillets paralle`les (ou
lamelles de 2e ordre), et dont l’e´paisseur correspond donc a` la largeur d’une unite´ de 3e ordre
(Figure 3b). La re´pe´tition de ces feuillets constitue les unite´s plus larges de 1er ordre, de section
a` peu pre`s rectangulaire ; les feuillets de 2e ordre (et donc des baˆtonnets de 3e ordre) constituant
chaque lamelle de 1er ordre forment avec la surface de croissance (surface verte sur le sche´ma
3b) un angle constant compris entre 16° et 44° selon l’espe`ce conside´re´e (McClintock, 1967) ; ces
feuillets de 2e ordre changent de plus alternativement d’orientation une lamelle de 1er ordre sur
deux (Figure 3b).
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Figure 3 – a) Bloc diagramme sche´matique de la structure lamellaire croise´e. b) Sche´ma de
l’agencement respectif des lamelles de 1er (rouge), 2e (bleu) et 3e (jaune) ordre au sein de la
microstructure.
Les lamelles de 1er ordre sont relativement fines (largeurs typiquement comprises entre 10 et
15-20 µm, McClintock, 1967) mais peuvent eˆtre continues, dans leur longueur, sur toute l’e´paisseur
de la couche. Les limites entre les lamelles de 1er ordre ne sont pas toujours rectilignes, certaines
unite´s fusionnent ou se terminent en pointe ce qui peut conduire a` des motifs parfois complexes,
tre`s variables selon l’orientation des coupes (Figure 3a). De plus, l’orientation des lamelles de 1er
ordre peut changer selon la couche conside´re´e : elles sont dites longitudinales lorsqu’elles sont
perpendiculaires a` la bordure de croissance de la coquille, concentriques (ou transverses chez les
gaste´ropodes) lorsqu’elles sont paralle`les a` la bordure.
Additionne´s aux circonvolutions de la surface de croissance chez certaines espe`ces, et/ou a`
l’enroulement spirale´ typique des gaste´ropodes, les organisations tridimensionnelles ainsi forme´es
peuvent rapidement devenir complexes, ce qui a conduit a` les ignorer largement.
Notre e´tude se focalise donc sur les microstructures entrecroise´es des coquilles
des mollusques, dans le but de mettre en e´vidence les diffe´rents niveaux du controˆle biologique
exerce´ par l’organisme sur la formation et la croissance de ces types microstructuraux. A cette
fin, nous privile´gierons les techniques de caracte´risation in-situ (ou, a` de´faut, de localisation) des
assemblages organiques, en relation e´troite avec les organisations microstructurales et les modalite´s
de cristallisation a` fine e´chelle.
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1. Nous nous concentrerons dans un premier temps sur un cas d’e´tude, Nerita (Neritidae, Gas-
tropoda), petit gaste´ropode dont la coquille, compose´e de deux couches (une couche externe
calcitique et une couche interne aragonitique), fournit l’occasion d’une comparaison directe
avec la transition calcite → aragonite de coquilles nacro-prismatiques telles celle de Pinc-
tada margaritifera (Pteriidae, Bivalvia).Mais une e´tude fine de cette transition chez Nerita
devrait en outre permettre de pre´ciser les modalite´s de la mise en place de la microstructure
lamellaire-croise´e sur la couche calcitique sous-jacente.
Finalement, l’e´tude des associations organo-mine´rales a` e´chelle sub-microme´trique dans la
couche interne de Nerita fournira les premiers e´le´ments permettant de pre´ciser certaines des
modalite´s de la cristallisation du type lamellaire-croise´.
2. Nous comparerons ensuite la coquille de Nerita a` d’autres couches lamellaire-croise´es de
diffe´rents gaste´ropodes et bivalves, ainsi qu’a` la microstructure folie´e-croise´e (que l’on ne
rencontre que chez les Patellinae). Nous tenterons ainsi de de´gager les variabilite´s spe´cifiques,
relatives a` la taxonomie, des facteurs partage´s par tous les taxons, et qui pourraient sugge´rer
des me´canismes fondamentaux communs.
3. Enfin, nous documenterons certains aspects de la diage´ne`se/taphonomie des microstructures
folie´es-croise´es et lamellaires-croise´es, a` travers deux cas d’e´tudes : a) des coquilles de Patella
sp. (Patellidae, Gastropoda) provenant du Pale´olithique moyen du Maroc, et b) des coquilles
de Velates perversus (Neritidae, Gastropoda), issues de l’E´oce`ne du bassin de Paris. Outre
la mise en e´vidence de quelques me´canismes diage´ne´tiques pouvant affecter ces deux types
microstructuraux, des crite`res permettant un diagnostic de leur e´tat de pre´servation seront
de´gage´s.
..Chapitre I
L’e´vidence du controˆle biologique -
Comparaison entre Nerita et
Pinctada
L’e´vidence du controˆle biologique -
Comparaison entre Nerita et
Pinctada
La coquille de Nerita (Neritidae, Gastropoda), est choisie comme cas d’e´tude pour la micro-
structure lamellaire croise´e. Elle sera compare´e a` la coquille de Pinctada margaritifera (Pteriidae,
Bivalvia), maintenant bien connue, et pre´sente´e comme re´fe´rence d’une coquille ”simple”, nacro-
prismatique.
1.1 Introduction a` l’analyse microstructurale.
Les coquilles des ne´rites sont, pour des coquilles de gaste´ropodes, relativement simples. L’ana-
lyse de leur architecture ge´ne´rale et des caracte´ristiques microstructurales de leurs diffe´rentes
couches nous permettra d’illustrer, dans un premier temps, certains aspects du controˆle biologique,
que l’on peut facilement mettre en e´vidence par une lecture microstructurale de´taille´e.
1.1.1 La coquille de Nerita.
Figure 4 – a) Nomenclature ge´ne´rique de coquilles des gaste´ropodes. b) Caracte`res morphologiques
des coquilles de Nerita (d’apre`s Leal, 2002).
Le genre Nerita (Neritidae, Gastropoda) est un gaste´ropode marin qui vit dans les zones in-
tertidales moyennes/hautes en climat tropical, re´parti en colonies isole´es de quelques dizaines
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d’individus le long des rivages rocheux. Les particularite´s morphologiques de sa coquille sont as-
sez caracte´ristiques pour les distinguer aise´ment des autres gaste´ropodes : assez ovale, celle-ci est
e´paisse et pre´sente peu de spires, ainsi qu’une surface externe assez lisse (Figure 4a-b). La face
ventrale pre´sente un pli columellaire large et une ouverture semi-circulaire en D large et indente´e
(Figure 5a-b). La couche externe, calcitique, est e´paisse (d’e´paisseur parfois millime´trique) et peut
souvent repre´senter plus de la moitie´ de la coquille en masse (Bøggild, 1930). Pre´sente chez tous
les Neritoidea, elle constitue d’ailleurs un crite`re taxonomique discriminant (Suzuki et al., 1991) :
cette couche externe est toujours ornemente´e de motifs colore´s, souvent tre`s bien conserve´s dans le
registre fossile (ce qui facilite leur identification taxonomique), a` la diffe´rence de la couche interne
(aragonitique), non pigmente´e (Figure 5a-b).
Figure 5 – Vue macroscopique d’une coquille de Nerita sp. a) Vue ventrale. b-c) Bordure de
croissance au bord externe (pe´ristome) de la coquille. d-e) Coˆtes sur face externe. f-g) Transition
couches interne/externe sur face interne. h) couche interne.
Une observation macroscopique met en e´vidence les principales caracte´ristiques structurales de
la coquille, ainsi que des de´tails plus fins, comme ces petites ornementations porte´es par les coˆtes
(Figure 5d-e). L’empreinte des incre´ments de croissance successifs de la coquille est parfaitement
lisible sur la surface externe (Figure 5c).
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Le contact entre les couches interne et externe est visible sur la face interne du pe´ristome
(Figure 5f), les deux couches e´tant facilement discernables de par leurs colorations et aspects
diffe´rents (Figure 5g). Il est de´ja` possible, sans aucune pre´paration de la coquille, de caracte´riser
quelques de´tails microstructuraux (sur la figure 5h, on distingue ainsi de´ja` les lamelles ca-
racte´ristiques de la structure lamellaire croise´e, de 1er voire meˆme de 3e ordre).
Mais de telles observations sont insuffisantes pour appre´hender l’organisation et la mise en
place de ces couches, qui ne´cessitent la re´alisation de pre´parations plus avance´es (coupes, ca-
racte´risations structurales/cristallographiques/organiques, etc.).
Un autre point d’importance, est de pouvoir visualiser syste´matiquement la striation de crois-
sance, que l’on tentera de toujours superposer aux microstructures ou cartes de composition ;
ce dernier point constituera une pre´occupation re´currente tout au cours de cette e´tude. Les
incre´ments de croissance majeurs sont souvent visibles a` l’œil nu (comme sur cette vue macro-
scopique d’une coupe radiale, Figure 6a-b), mais, a` plus petite e´chelle, il est parfois ne´cessaire
de re´ve´ler les stries de croissance a` l’aide de traitements spe´cifiques : attaques acides me´nage´es
(Figure 6c), attaques enzymatiques, colorations, etc. (cf section 5.2).
Figure 6 – a) Section radiale du pe´ristome. b) et f) Stries de croissance paralle`les a` la surface de
croissance. c) Coupe polie et le´ge`rement attaque´e (acide formique 0,1% wt% + glutaralde´hyde
3% v/v, 20 sec). d) Strie de croissance intersectant la surface interne. e) Strie de croissance
intersectant la surface externe.
Les coquilles des gaste´ropodes grandissent principalement par la face interne de leurs bor-
dures, a` la fois en longueur et en e´paisseur. Dans le cas de Nerita, une premie`re se´rie d’obser-
vations en section radiale de la bordure de croissance permet de mettre en e´vidence certaines
des modalite´s de mise en place de la coquille. A l’aide d’attaques acides me´nage´es, il est possible
de re´ve´ler le de´placement de la bordure de croissance au cours du temps (Figure 6c,f) ; chaque
strie, paralle`le a` la bordure actuelle, correspond a` une position de la surface de croissance a` un
instant t (la figure 5f pre´sente une vue de la surface actuelle), re´ve´lant ainsi la position et la
conformation de la partie se´cre´trice de l’organe mine´ralisant (le manteau) a` l’instant du de´poˆt.
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Un premier aspect du controˆle biologique qu’exerce l’animal sur la formation de sa
coquille, par l’interme´diaire du manteau, apparait alors de fac¸on e´vidente : l’organe
mine´ralisant est capable de se´cre´ter deux couches distinctes, de par leur mine´ralogie
et leur aspect, et ce de fac¸on parfaitement synchrone - les stries de croissance sont en
effet se´cantes a` la transition entre les deux couches (Figure 6c). Chaque incre´ment de
croissance constitue un lit de mine´ralisation (Cuif et al., 2008a), dans lequel se de´posent
simultane´ment les deux couches : celles-ci sont ainsi se´cre´te´es par deux parties du man-
teau dont les activite´s me´taboliques diffe`rent suffisamment pour engendrer, dans un cas
de la calcite, et dans l’autre de l’aragonite. Or si la calcite abiotique est stable dans les
Conditions Normales de Tempe´rature et de Pression (CNTP), l’aragonite abiotique est
en revanche un polymorphe instable dans les CNTP.
1.1.2 Organisation microstructurale.
La coquille de Nerita pre´sente un double avantage : 1/son organisation simple, compose´e d’une
couche interne lamellaire-croise´e transversale (aragonitique) et d’une couche externe prismatique
(calcitique), qui permet d’observer les premie`res e´tapes de la mise en place de la microstructure
lamellaire-croise´e. 2/l’organisation lamellaire croise´e de la couche interne est des plus simples, avec
des lamelles de 1er ordre pratiquement rectilignes (Bøggild, 1930).
Afin de visualiser cette dernie`re, un bloc est de´coupe´, dont deux faces correspondant aux orien-
tations radiale et transverse (Figure 7a) sont polies et subissent une le´ge`re attaque acide, afin de
re´ve´ler les motifs microstructuraux pour chacune de ces orientations (Figure 7b-c). Les lamelles
de 1er ordre constituant la couche interne apparaissent alors, bien rectilignes et orthogonales a` la
surface de croissance (et donc aux stries de croissance) en coupe radiale ; en coupe transversale
(Figure 7c), on observe l’orientation alterne´e (avec un angle d’environ 80°) des lits de 2e ordre
entre 2 lamelles de 1er ordre jointives.
Figure 7 – a) Vue ventrale d’une coquille de Nerita sp., figurant les orientations radiales et
transverses de deux plans selon lesquels sera coupe´e la coquille. b) Image MEB du pe´ristome coupe´
selon ces deux sections orthogonales. c) Vue MEB apre`s le´ge`re attaque acide (formique 0,1% wt% +
glutaralde´hyde 3% v/v, 30 sec), mettant en e´vidence la microstructure lamellaire croise´e transverse
de la couche interne (les * marquent les lamelles de 1er ordre). Les fle`ches marquent un stade de
croissance.
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Continuite´ microstructurale au cours de la croissance.
Les lames minces tre`s peu e´paisses (cf section 5.2.1 page 121) offre le double avantage de
permettre une lecture fine des microstructures, qui ne se superposent pas (ou tre`s peu compare´
a` des lames de pe´trographie standards de 30 µm d’e´paisseur) tout en permettant d’effectuer une
premie`re caracte´risation de leurs proprie´te´s cristallographiques. En LPNA (Lumie`re Polarise´e Non
Analyse´e), le contraste d’absorption cause´ par certains compose´s biochimiques re´ve`le les zones
enrichies en matrice organique (et dans certains cas les striations de croissance, comme dans cette
zone tre`s pigmente´e de la couche externe dans la figure 8a). Le passage en LPA (Lumie`re Polarise´e
Analyse´e) re´ve`le imme´diatement les unite´s cristallines (Figure 8b-c).
Figure 8 – Lame ultra mince d’une section radiale d’une coquille de Nerita sp. a) Vue des deux
couches constituant la coquille en LPNA b) Meˆme vue en LPA. c-d) transition entre la couche
externe fibreuse et la couche interne lamellaire croise´e pour diffe´rentes rotations des polariseurs
croise´s. La fle`che identifie une lamelle de 1e ordre.
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Dans la couche interne, l’orientation alterne´e typique des lamelles de 1er ordre est visible
en LPA (Figure 8c). En jouant sur la rotation des polariseurs croise´s(Figure 8d), on peut de plus
faire apparaitre les unite´s de 3e ordre (ainsi que les lits de 2e ordre, lorsqu’ils sont perpendiculaires
a` la surface de la lame - figure 8d). Lors de la rotation des polariseurs croise´s, on observe une
extinction des lamelles de 1er ordre (Figure 9a-b), qui apparaissent alors noires. Cette extinction
est parfaitement synchrone, une lamelle sur deux (Figure 9c-d), ce qui illustre l’exacte conservation
des orientations cristallographiques, late´ralement, entre des lamelles qui ne sont pourtant jamais
en contact. L’orientation cristallographique au sein de chaque lamelle est de plus conserve´e lors des
incre´ments de croissance successifs (marque´s par des fle`ches, figure 9b, e) et ce sur toute l’e´paisseur
de la lamelle (et donc de la couche) : cela sous-entend donc un me´canisme de controˆle fort, capable
d’assurer la conservation des orientations cristallines d’unite´s, qui ne sont pourtant presque jamais
jointives entre elles, tout au long de la formation de la couche.
L’observation de la transition, bien de´limite´e, entre la couche calcitique et la couche aragonitique
re´sume bien la complexite´ du fonctionnement de la partie se´cre´trice du manteau (Figure 9e).
Comme vu pre´ce´demment, les fle`ches indiquant deux incre´ments de croissance successifs marquent
la position du manteau a` deux instants du de´poˆt. A l’instant t1, ce dernier mine´ralise les deux
couches, synthe´tisant alors de fac¸on synchrone des structures et mine´ralogies diffe´rentes, situe´es
pourtant a` moins d’un micron l’une de l’autre. A l’instant t2, apre`s plusieurs cycles de croissance
successifs, le manteau s’est de´cale´ (la partie qui recouvre cette portion de la coquille n’est plus en
mesure de se´cre´ter qu’un seul type de de´poˆt, l’aragonite de structure lamellaire croise´e). Malgre´ ce
de´placement, il est pourtant capable d’assurer la continuite´ des structures initie´es pre´ce´demment,
en conservant leurs orientations respectives (lamelles de 1er ordre marque´es d’une ”*”, figure 9e).
De plus, si la transition entre les deux couches est directe, la structure lamellaire-croise´e n’est
pas pre´sente imme´diatement contre la limite : une premie`re couche, d’une e´paisseur de l’ordre
de 10-15 µm et de couleur de polarisation en nuances de vert en LPA (Figure 9e), se de´pose
avant que l’alternance des lamelles de 1er ordre ne de´marre ve´ritablement. La pre´sence de cette
”couche” de transition implique l’existence d’une 3e zone du manteau, de´die´e a` la se´cre´tion de cette
zone spe´cifique, situe´e entre les portions se´cre´tant respectivement la couche fibreuse et la couche
lamellaire-croise´e : elle illustre le haut degre´ de spe´cialisation spatiale des cellules du manteau.
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Figure 9 – Lame ultra mince d’une section radiale d’une coquille de Nerita sp. a-b) coupe de la
surface interne du pe´ristome. c-d) Une meˆme se´rie de lamelles de 1er ordre selon deux rotations
diffe´rentes des polariseurs croise´s, illustrant l’extinction simultane´e d’une lamelle de 1er ordre sur
deux. e) Transition entre les couches calcitique (fibres) et aragonitique (lamellaire croise´e).
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Figure 10 – Vues MEB d’une cassure fraiche d’une coquille de Nerita sp. selon une section radiale.
a-f) Images FEG-SEM de la couche lamellaire croise´e interne. a-b) Lamelles de 1er ordre (*),
constitue´s de lits du 2e ordre changeant alternativement d’orientations. c-d) Lits du 2e ordre en
vue de surface, constitue´s par la succession de lamelles unitaires de 3e ordre (fle`che blanche). e-f)
Une cassure fraiche ayant subi une attaque a` la vapeur d’OsO4, qui re´ve`le deux stries de croissance
tre`s marque´es (fle`ches vertes). g-h) Images MEB de la couche fibreuse externe. g) Cassure non
attaque´e re´ve´lant les fibres unitaires (fle`che). h) Cassure ayant subi une le´ge`re attaque acide (HCl
0.1%, 20 sec), re´ve´lant la striation de croissance (fle`ches vertes).
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La capacite´ du manteau a` assurer la continuite´ des unite´s microstructurales qui composent les
diverses couches de la coquille a` travers plusieurs incre´ments de croissance successifs peut aussi eˆtre
mise en e´vidence a` plus fine e´chelle. A premie`re vue, les lamelles de 3e ordre (Figure 10a-d) semblent
en effet continues, sur au moins plusieurs microns (Figure 10c). Mais une tre`s le´ge`re attaque
me´nage´e permet de re´ve´ler quelques stries de croissance marque´es (Figure 10e-f), orthogonales
aux unite´s de 3e ordre : ces dernie`res sont ainsi parfaitement continues a` travers la succession des
incre´ments de croissance. De meˆme dans la couche externe, les ”prismes” qui apparaissent comme
des unite´s homoge`nes (Figure 10g) sont en re´alite´ continus a` travers la striation de croissance,
re´ve´le´e par attaque me´nage´e (Figure 10h).
Note concernant la couche externe : Une petite pre´cision doit eˆtre apporte´e quant a` la micro-
structure de la couche externe de Nerita, meˆme si celle-ci se situe quelque peu en dehors du champ
de notre e´tude. Il est en effet rapporte´, dans la litte´rature, que cette couche est de type prismatique
tre`s irre´gulie`re (Bøggild, 1930), ces prismes e´tant de´crits comme ”fins et ondulant d’une manie`re
particulie`re”. Mais toutes les unite´s observe´es ici ressemblent d’avantage a` des fibres ondulantes et
groupe´es en fagots d’orientations similaires (Figure 8b-c), qu’a` des prismes. Nous pre´fe`rerons donc
appeler cette couche ”couche fibreuse”.
1.1.3 Micro-spectroscopie confocale Raman.
La micro-spectroscopie confocale Raman constitue un outil tre`s adapte´ a` la caracte´risation mi-
crostructurale des coquilles, car elle permet d’identifier et de localiser a` la fois les phases mine´rales et
les divers compose´s organiques, avec une re´solution infra-microme´trique (cf section 5.2.4 page 130).
Un exemple d’application a` la transition entre les couches externes et internes de Nerita est pre´sente´
figure 11. La calcite est identifie´e a` l’aide de ses deux modes vibrationnels de maille (vibration en
modes translation Tc, 155 cm
−1, et libration Lc, a` 282 cm−1) et de ses deux modes internes
(de´formation dans le plan ν4, a` 711 cm
−1 et e´longation syme´trique ν1 a` 1085 cm−1), l’aragonite
a` l’aide de ses deux modes vibrationnels de maille (vibration en modes translation TA, 152 cm
−1,
et libration LA, a` 206 cm
−1) et de ses deux modes internes ( de´formation dans le plan ν4, a` 705
cm−1 et e´longation syme´trique ν1 a` 1085 cm−1) (Figure 11a). A la re´solution late´rale du micro-
scope confocal (de l’ordre de 500 nm pour ces conditions d’acquisition, cf section 5.2.4 page 130),
le passage calcite → aragonite est abrupt (Figure 11b, f).
Outre la de´termination mine´ralogique, la spectroscopie Raman localise´e permet aussi de fournir
des informations relatives aux orientations des phases cristallines (Hopkins et Farrow, 1986). Ainsi,
dans l’aragonite, deux types de spectres sont identifie´s, pour lesquels les ratios des pics Ta, La et
ν1 varient significativement : ces diffe´rentes re´ponses spectrales sont corre´le´es a` deux orientations
cristallographiques principales diffe´rentes dans l’aragonite, que l’on peut donc caracte´riser qualita-
tivement et cartographier (Figure 11c-e). Le changement alternatif des orientations des lamelles de
1er ordre peut ainsi eˆtre visualise´, tout comme la couche aragonitique de 10 µm d’e´paisseur qui suit
imme´diatement la transition calcite → aragonite, dont l’orientation cristallographique homoge`ne
est ainsi confirme´e.
Par l’interme´diaire de ces observations, sont mis en e´vidence deux types de controˆle
biologique :
1/ le controˆle de la mine´ralogie
2/ le controˆle de l’organisation microstructurale.
Dans le cas de la transition entre couches externe et interne de Nerita, le changement
de mine´ralogie est ainsi instantane´ ; mais le changement de microstructure n’est pas
aussi imme´diat, et la mise en place de l’alternance re´gulie`re lamellaire-croise´e ne s’e´tablit
qu’apre`s plusieurs microns d’un de´poˆt aragonitique apparemment sans orientation par-
ticulie`re.
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Figure 11 – a) Spectres Raman de la couche interne (calcite) et deux lamelles de 1er ordre
d’orientations diffe´rentes (aragonite a et aragonite b) d’une section radiale du pe´ristome d’une
coquille de Nerita undata (λ = 785 nm). b) Carte de distribution de la calcite (extraite de l’analyse
de la totalite´ du spectre a` l’aide de la routine du logiciel Witec Project). c-d) Carte de distribution
des deux orientations diffe´rentes de l’aragonite (aragonite a et aragonite b) extraites de l’analyse
de la totalite´ du spectre. e) Carte composite en fausses couleurs des cartes b, c et d. La ligne
pleine indique le transect, au long duquel un profil est re´alise´. La ligne pointille´ marque la limite
franche calcite → aragonite. f) Carte en fausses couleurs de la distribution de la calcite (rouge) et
de l’aragonite (bleu) le long du transect. g) Carte de fluorescence, la ligne pointille´e est reporte´e
de la carte e.
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1.1.4 Remobilisation de la coquille.
Une dernie`re e´vidence microstructurale, simple et de´crite de longue date chez les bivalves et
les gaste´ropodes (Wada, 1972) mais souvent me´connue, illustre bien le controˆle biologique que le
mollusque peut exercer, par l’interme´diaire de son manteau, pour modeler sa coquille : il s’agit
de la remobilisation des parties mine´ralise´es de la coquille, dont l’ampleur peut varier fortement
selon les espe`ces.
Dans le cas des Neritidae, cette remobilisation peut eˆtre assez spectaculaire. En effet, au
niveau de la bordure externe du pe´ristome (Figure 13a), la coquille est (tre`s) e´paisse (Figure
13b). Mais, imme´diatement apre`s la bordure de croissance, l’e´paisseur de la coquille se re´duit :
l’animal a de´ja` de´truit une partie de la couche interne, qu’il vient pourtant tout juste de de´poser.
Cette zone de remobilisation est aise´ment localisable, correspondant a` la partie de la coquille ou`
la surface interne intersecte les striations de croissance (Figure 13b). La surface interne porte
alors les traces de cette re´sorption (Figure 13c-g). On comprendra aise´ment que l’organisme
peut, par l’interme´diaire de ce me´canisme, modeler pre´cise´ment les indentations pre´sentes sur la
face interne de son ouverture (Figure 13c,g) (les stries de croissance, paralle`les, aﬄeurantes a` la
surface de cette zone, permettent de suivre le relief cre´e´, figure 13c).
L’ampleur de cette remobilisation peut s’ave´rer particulie`rement importante : le manteau
dissout presque l’inte´gralite´ de la couche lamellaire croise´e, n’en laissant qu’un fin reveˆtement
sur l’inte´rieur de la cavite´ (Figure 13h). Dans quelques rares cas, l’aragonite disparait totalement
(Figure 13i) : alors que l’animal se´cre`te initialement une couche aragonitique plus e´paisse que sa
couche calcitique, ces coquilles ne sont finalement plus constitue´es que par une unique couche
calcitique.
1.1.5 Conclusion : le controˆle des morphologies des coquilles.
Ces quelques me´canismes, que l’ont peut mettre aise´ment en e´vidence a` l’aide d’une ana-
lyse microstructurale pre´liminaire (comme re´alise´e ci-dessus pour la coquille de Nerita)
confe`rent aux gaste´ropodes un controˆle presque total sur la croissance et la conforma-
tion de leurs coquilles. La ge´ome´trie de la surface se´cre´trice du manteau conditionne
ainsi les morphologies des surfaces externes et internes de la coquille (Figure 12a-c) ; les
circonvolutions re´alise´es par le manteau peuvent alors engendrer des structures specta-
culaires (telles les e´pines des Murex, figure 12d-e). La haute spe´cialisation du manteau
lui permet de de´poser simultane´ment des couches de mine´ralogies et microstructures
varie´es, et d’assurer la continuite´ de ces microstructures tout au cours de la croissance
de la coquille. Finalement, les me´canismes de dissolution/remobilisation lui permettent
de re´adapter ulte´rieurement la conformation initiale de sa coquille a` ses besoins (Figure
12f).
Figure 12 – a-c) Effets de la ge´ome´trie de la surface de croissance sur la conformation de la
coquille. d) Murex sp. e) Une e´pine forme´e par le repli du manteau. La fle`che marque la suture. f)
Strombus sp. Les fle`ches marquent les empreintes des e´pines d’une pre´ce´dente e´tape de croissance,
re´sorbe´es.
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Figure 13 – Remobilisation dans une coquille de Nerita sp. a) Vue ventrale. En jaune, la bor-
dure de croissance. Le trait rouge indique la section de l’image b, les fle`ches indiquent la portion
remobilise´e. b) Lame mince d’une section radiale en LPA. En jaune la bordure de croissance (sur-
face paralle`le aux incre´ments de croissance), les fle`ches indiquent la zone de dissolution (surface
intersectant les incre´ments de croissance). c) Traces de dissolution de´coupant les indentations de
la surface interne de l’ouverture. d-g) Image MEB de la surface interne de l’ouverture et traces
de dissolution. h-i) Sections radiales. La fle`che indique la limite a` partir de laquelle la coquille
cesse d’eˆtre remobilise´e.
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1.2 Niveaux du controˆle biologique.
L’e´vidence du controˆle biologique exerce´ continuellement par l’organisme sur sa coquille s’im-
pose de`s les premie`res observations a` l’e´chelle macroscopique, et se retrouve ensuite a` toutes e´tapes
d’agrandissement successives.
Pour autant, les me´canismes exacts par lesquels ce controˆle peut s’effectuer sont encore tre`s
loin d’eˆtre e´lucide´s.
Des caracte´risations biochimiques localise´es, syste´matiquement couple´es a` des observations mi-
crostructurales, constitue un outil puissant permettant de mettre en lumie`re certains points cle´s
d’une re´gulation me´tabolique, qui s’effectue a` diffe´rents niveaux et e´chelles d’observations.
1.2.1 Compositions biochimiques (XANES - SRFTIR - RAMAN).
Pinctada margaritifera.
La coquille de Pinctada posse`de une architecture simple, ayant fait l’objet de nombreuses
investigations (Wada, 1956; Taylor et al., 1969; Nakahara et Bevelander, 1971, etc.), que l’on
pre´sentera succinctement ici a` titre de re´fe´rentiel pour de´crire les modalite´s de mine´ralisation de
coquilles plus complexes, telles que la ne´rite.
La coquille est constitue´e de deux couches, une couche externe de prismes calcitiques et une
couche interne de nacre (aragonite). La ge´ome´trie de la surface de croissance est plane, engendrant
une ge´ome´trie de la coquille simple (Figure 14a). De fac¸on tre`s similaire a` la transition entre
couches externe et interne de Nerita, le changement de mine´ralogie lors de la transition est rapide,
mais la mise en place de la structure nacre´e ne se fait que progressivement, apre`s le de´poˆt d’une
couche aragonitique fibreuse distincte de plusieurs microns d’e´paisseur (Figure 14b-c).
Figure 14 – Pinctada margaritifera. a) Section radiale du bord palle´al. b) Vue MEB (cassure
fraiche) de la transition entre couche externe (prismes calcite) et couche interne (nacre aragonite).
c) Vue MEB (surface polie, de´tecteur BSE) de la transition. La fle`che indique la croissance de la
coquille. d-e) Spectre XANES de standards de compose´s organiques soufre´s au seuil K du S. f)
Carte des polysaccharides sulfate´s (2482 eV). g) Carte des acides amine´s soufre´s (2473 eV).
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L’utilisation du µ-XANES (Dauphin et al., 2003a,b, 2008) a permis de caracte´riser la distribu-
tion du soufre dans ses diffe´rents e´tats de spe´ciation dans les deux couches de Pinctada margariti-
fera. Des cartes de distribution des polysaccharides sulfate´s (Figure 14f) et acides amine´s soufre´s
(Figure 14g) ont e´te´ obtenues aux seuils d’absorption de compose´s de re´fe´rence pour ces deux
types de mole´cules (Figure 14d-e), soit respectivement 2482 eV et 2473 eV (cf de´tails section 5.2.4
page 131).
Elles illustrent le changement de l’activite´ me´tabolique des deux zones du manteau mine´ralisant
les couches externe et interne : celui-ci se´cre`te plus de polysaccharides sulfate´s dans les prismes que
dans la nacre, qui est elle plus riche en acides amine´s soufre´s. On peut aussi noter que les membranes
qui se´parent les prismes, mais aussi la calcite de l’aragonite (Figure 14c) sont tre`s riches en acides
amine´s soufre´s. La rythmicite´ de croissance visible dans la cartographie des polysaccharides sulfate´s
illustre une activite´ me´tabolique cyclique de se´cre´tion de ces mole´cules.
De´termination des compositions biochimiques in-situ dans la coquille de Nerita undata.
Cartographie XANES : L’utilisation du µ-XANES dans la coquille de Nerita fournit des
re´sultats comparables a` ceux obtenus sur Pinctada. Les spectres d’absorption au seuil K du soufre
des couches interne et externe pre´sentent toutes deux un pic principal a` 2482 eV (Figure 15c),
correspondant aux standards de sulfates organique et inorganique utilise´s (Figure 15b). Dans la
partie EXAFS du spectre, cependant, les spectres issus de la coquille sont beaucoup plus proches
de celui de la chondroitine sulfate, un glycosaminoglycane (GAG) que l’on retrouve souvent dans la
composition des glycoprote´ines et utilise´ ici comme standard de sulfate organique, que du spectre
du gypse, qui sert de standard du S inorganique (Figure 15b) : le S pre´sent dans les deux couches
(Figure 15c) est donc associe´ a` des compose´s organiques. Meˆme si moins intense, le signal a` 2473
eV correspond aux acides amine´s soufre´s (Figure 15a).
De meˆme que dans la coquille de Pinctada margaritifera, la cartographie des polysaccharides
sulfate´s a` faible agrandissement (E=2482 eV, Figure 15d) indique que ces derniers sont beaucoup
plus riches dans la couche externe que dans la couche interne de Nerita undata ; les cartes de
fluorescence obtenues simultane´ment indiquent de plus que cette couche externe est aussi enrichie
en Sr (Figure 15e) et P (Figure 15f) par rapport a` la couche interne. Mais, a` la diffe´rence de
Pinctada, la couche interne se re´ve`le aussi moins riche en acides amine´s soufre´s (E=1473 eV,
Figure 15g) que la couche externe (Figure 15k).
La distribution des polysaccharides sulfate´s, du Sr et du P pre´sente des stries de croissance bien
marque´es dans la couche externe (Figure 15d, i) (Figure 15e, m) (Figure 15f, n) ; dans la couche
interne, ces bandes sont tre`s faiblement marque´es en polysaccharides sulfate´s (Figure 15d, h) et en
Sr (Figure 15e, i), et invisibles sur les cartes de distribution du P et des acides amine´s soufre´s.
La similitude avec les re´sultats obtenus sur la coquille de Pinctada margaritifera est frappante.
Dans les deux cas, la transition entre couches externe et interne se traduit par un changement
marque´ de composition, ce qui pourrait laisser supposer une relation directe entre la se´cre´tion
de ce type de mole´cules organiques soufre´es et le controˆle du polymorphisme mine´ralogique par
l’organe se´cre´teur. Cette corre´lation est en fait plus nuance´e : si les couches calcitiques de Nerita
undata et de Pinctada margaritifera sont toutes deux enrichies en polysaccharides sulfate´s par
rapport aux couches aragonitiques, la couche lamellaire croise´e (aragonite) de Nerita undata est
appauvrie en acides amine´s soufre´s, alors que la couche nacre´e (aragonite) de Pinctada margariti-
fera est plus riche que sa couche prismatique en acides amine´s soufre´s. La seule particularite´ notable
qui semble commune tout autant aux coquilles de bivalves tels Pinctada margaritifera ou Pinna
nobilis (Bivalvia, Pteriomorphia) (Dauphin et al., 2003a) qu’aux coquilles de gaste´ropodes tels
Haliotis tuberculata (Gastropoda, Vetigastropoda) (Dauphin et al., 2005), Concholepas concho-
lepas (Gastropoda, Sorbeoconcha) (Dauphin et al., 2012) ou Nerita undata est que les couches
calcitiques prismatiques (que nous pre´fe´rons appeler couche fibreuse dans le cas de Nerita, cf 1.1.2)
sont syste´matiquement enrichies en polysaccharides sulfate´s par rapport aux autres types micro-
structuraux pre´sents dans ces coquilles.
CHAPITRE 1 - NERITA 25
A la diffe´rence des prismes de Pinctada margaritifera, aucune membrane riche en compose´s
organiques ne semble se´parer les lamelles de 1er ordre, qui semblent au contraire appauvries en
polysaccharides sulfate´s a` leurs jonctions (Figure 15h).
Figure 15 – Spe´ciations du S et cartes e´le´mentaires sur une section radiale de Nerita undata. a-b)
Spectres XANES de compose´s de re´fe´rence. a) Les acides amine´s me´thionine, cyste´ine et cystine ont
tous un pic principal a` 2473 eV. b) La chondroitine sulfate et le CaSO4 ont un pic principal a` 2482
eV, mais des signatures EXAFS spe´cifiques. c) Spectres issus des couches externe et interne, dont
la signature EXAFS correspond a` celle de la chondroitine sulfate. d-f) Cartes de la transition entre
la couche calcitique (bas) et la couche aragonitique (haut) d) Carte des polysaccharides sulfate´s
(2482 eV). Les localisations des spectres de la figure c sont marque´es par des points. e) Carte du
Sr. f) Carte du P. g-j) Cartes localise´es dans la couche lamellaire croise´e g) Carte des acides amine´
soufre´s (2473 eV). h) Carte des polysaccharides sulfate´s (2482 eV). i) Carte du Sr. j) Carte du
P. k-n) Cartes localise´es dans la couche fibreuse. k) Carte des acides amine´ soufre´s (2473 eV). l)
Carte des polysaccharides sulfate´s (2482 eV). m) Carte du Sr. n) Carte du P.
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Cartographie FT-IR : Tout comme pour la cartographie XANES, les cartes ont e´te´ re´alise´es a`
la limite entre couches interne et externe de Nerita undata (Figure 16a). Les bandes caracte´ristiques
des vibrations des groupements CO2−3 sont aise´ment identifie´es : la bande ν3 a` ˜1428 cm
−1, le
doublet ν2 a` 877-848 cm
−1 et la bande ν4 a` 713 cm−1 sont ainsi spe´cifiques de la calcite, alors
que la bande ν3 a` ˜1471 cm
−1 et les deux doublets ν2 a` 858-844 cm−1 et ν4 a` 713-700cm−1, sont
spe´cifiques de l’aragonite (Jones et Jackson, 1993). A noter la pre´sence d’une bande de´cale´e a` 864
cm−1 dans la couche interne (Figure 16b), tout a` fait compatible avec la position moyenne de la
bande ν2 dans les aragonites de mollusques pauvres en Sr (Dauphin, 1997; Suzuki et al., 2011a).
La bande ν3 a` ˜1428 cm
−1, quant a` elle, confirme bien la nature calcitique de la couche externe.
Figure 16 – Cartographies FT-IR sur une section radiale de Nerita undata, sur la transition calcite
(bas) → aragonite (haut). a) Image de localisation. b) Carte IR de la bande ν2 de l’aragonite a`
864 cm−1. c) Carte IR de la bande ν3 de la calcite a` 1428 cm−1. d) Carte IR des bandes amide II
a` 1542 cm−1. e) Carte IR des bandes amide II a` 1573 cm−1. f-g) Cartes IR des bandes amide I a`
f) 1599 cm−1 et g) 1636 cm−1.
Note : Les intensite´s moyennes enregistre´es a` la transition (bandes vertes dans les figures
16b et c) ne correspondent pas a` une structure, mais sont tre`s probablement lie´es a` un signal
mixte : l’inclinaison de la limite entre les deux couches par rapport au plan de surface couple´e
a` une profondeur de pe´ne´tration des IR non-ne´gligeable (mais difficilement estimable) permet en
effet a` la couche sous-jacente de contribuer significativement au signal spectral enregistre´, meˆme
lorsqu’elle n’aﬄeure pas. On ne retrouve pas cet inconve´nient dans les cartographies re´alise´es en
mode confocal ; la microspectrome´trie Raman a ainsi de´montre´ pre´ce´demment que la transition
calcite-aragonite est en fait directe, cf 1.1.2.
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. En ce qui concerne la phase organique, une re´ponse caracte´ristique des compose´s azote´s est
de plus enregistre´e dans la gamme spectrale spe´cifique des groupement amide I (1597-1695 cm−1)
et amide II (1515-1580 cm−1). A 1542 cm−1, la cartographie montre que la couche calcitique est
enrichie en groupements amide II par rapport a` la couche aragonitique (Figure 16d) ; la couche
aragonitique est quant a` elle enrichie en groupement amide I, comme le montrent les cartographies
a` 1599 (Figure 16f) et 1636 cm−1 (Figure 16g). Ces re´sultats confirment ainsi, comme observe´ en
microspectroscopie XANES, un changement des compositions organiques a` la transition calcite →
aragonite.
Il est particulie`rement inte´ressant de noter la distribution alterne´e de plusieurs bandes or-
ganiques (1573, 1599 and 1636 cm−1) dans la couche aragonitique (Figure 16e-g), qui semble
correspondre exactement aux alternances des lamelles de 1er ordre. A noter que bien que dans
la gamme spectrale des groupements amide II, la bande a` 1573 cm−1 peut aussi correspondre a`
l’acide aspartique (COOH) (Dauphin, 2006) ; les bandes entre 1620 et 1640 cm−1 sont quant a` elles
ge´ne´ralement associe´es aux conformations en feuillets β (Byler et Susi, 1986; Krimm et Bandekar,
1986). Ces distributions alterne´es sont de plus anti-corre´le´es entre les bandes amide I et la bande
a` 1573 cm−1 : les lamelles de 1er ordre, les plus riches a` 1573 cm−1, sont ainsi les plus pauvres a`
1599 et 1636 cm−1, et vice-versa.
Il est admis depuis longtemps que les compositions organiques des diffe´rentes couches
des coquilles de mollusques sont taxonomiquement spe´cifiques, et fortement corre´le´es aux
types microstructuraux (Travis et al., 1967; Krampitz et al., 1976; Weiner, 1983; Worms
et Weiner, 1986; Samata, 1990) : ces corre´lations tendent a` prouver que les assemblages de
mole´cules organiques jouent un roˆle important dans le controˆle exerce´ par l’organisme sur
la formation de chaque couche de sa coquille, notamment sur la mine´ralogie. Sans surprise,
les caracte´risations de la coquille de Nerita undata re´alise´es par microspectroscopies IR
et XANES indiquent que celle-ci n’e´chappe pas a` la re`gle, les deux couches interne et
externe pre´sentant des compositions tre`s diffe´rentes.
La variation de la distribution de certains compose´s organiques suivant les motifs mi-
crostructuraux, a` l’inte´rieur d’une meˆme couche (Figure 16e-g), est particulie`rement
inte´ressante, et constitue un premier argument en faveur d’un controˆle de l’architec-
ture microstructurale par certains assemblages organiques (controˆle qu’il reste encore
bien e´videmment a` e´lucider).
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Cartographie Raman : Comme nous avons pu le voir, la microspectroscopie confocale Ra-
man permet de caracte´riser finement les distributions et orientations des diffe´rents polymorphes
cristallins (section 1.1.2 page 15). Le ratio des deux pics de maille de l’aragonite (vibrations en
translation TA, 152 cm
−1 et libration LA, a` 206 cm−1) permet de cartographier simplement les
diffe´rentes orientations cristallines de l’aragonite, et de retrouver la couche de transition arago-
nitique d’orientation homoge`ne (Figure 17a-c) - fait inte´ressant, une lamelle de 1er ordre sur 2
garde une orientation similaire (couleur jaune sur la figure 17c). Mais la possibilite´ de de´tecter et
cartographier, simultane´ment, les distributions de certains compose´s organiques (Melancon et al.,
2005; Borzecka-Prokop et al., 2007; Hild et al., 2008) en font un outil particulie`rement puissant
pour l’analyse des biomine´raux, comple´mentaire des cartographies FT-IR (mais avec une bien
meilleure re´solution late´rale). Ainsi, la fluorescence induite par les mole´cules organiques, est sou-
vent conside´re´e comme proble´matique en microscopie Raman car masquant les pics des compose´s
inorganiques si trop intense : la cartographie de sa distribution peut ne´anmoins eˆtre source d’in-
formation, permettant par exemple de re´ve´ler en premie`re approche les zones plus enrichies ou
les striations de croissance, particulie`rement marque´es dans la couche calcitique de Nerita undata
(Figure 17d).
Le re´examen attentif des spectres des re´gions pre´sentant la fluorescence la plus intense per-
met de de´tecter plusieurs pics (1019, 1134, 1525, 2645 et 3038 cm−1) (Figure 17e, λ=532 nm),
conside´re´s comme caracte´ristiques des spectres de re´sonance Raman (RR) de mole´cules pre´sentant
une chaine centrale polye´nique (comme on peut en trouver, par exemple, dans les β-carote`nes). De
telles mole´cules ont e´te´ souvent de´crites dans divers carbonates bioge´niques, et souvent conside´re´es
comme des pigments (polye`nes) (Urmos et al., 1991; Hedegaard et al., 2005; Fritsch et Karampe-
las, 2008) ; elles sont ge´ne´ralement pre´sentes en tre`s faibles quantite´s, et ne sont de´tecte´es que par
l’effet de couplage entre les longueurs d’onde de vibration de la source laser et celle de la mole´cule
lorsque celle-ci entre en re´sonance, ce qui permet de de´celer de tre`s faibles quantite´s (jusqu’a` 10−8
M) (Merlin, 1985). Assimile´es parfois a` des carote´no¨ıdes (Merlin, 1985; Urmos et al., 1991; Fritsch
et Karampelas, 2008), ces mole´cules ont fait l’objet d’e´tudes plus approfondies qui ont mis en
e´vidence de le´gers de´calages par rapport aux pics RR de carote´no¨ıdes standards (Hedegaard et al.,
2005; Fritsch et Karampelas, 2008; Karampelas, 2008), potentiellement cause´s par des variations
de longueur de la chaine polye´nique, du nombre de groupes fonctionnels etc. : ces e´tudes illustrent
assez bien les difficulte´s de caracte´risations fines des assemblages, souvent complexes, de mole´cules
organiques pre´sentes dans les biomine´raux. En se basant sur ces travaux, et notamment la relation
entre nombres d’onde des pics des liaisons C-C et C=C e´tablie par Hedegaard et al. (2005), les
mole´cules de´cele´es dans la coquille de Nerita undata s’apparentent plutoˆt a` des polye`nes formant
des chaines de 9-10 liaisons doubles C=C conjugue´es et posse´dant des groupes terminaux -CH3.
La de´tection de ces polye`nes n’est pas une information ”nouvelle” : la de´tection de ces mole´cules
est assez fre´quente dans les bio-carbonates, et elles sont peu repre´sentatives des assemblages or-
ganiques car elles ne repre´sentent qu’une tre`s faible fraction de ces derniers. De meˆme, une ca-
racte´risation aussi pre´cise de leur structure mole´culaire n’a finalement que peu d’inte´reˆt. Pourtant,
la cartographie de leur distribution (re´alise´e en cartographiant la distribution du pic a` 1525 cm−1,
Figure 17f) superpose´e a` la distribution des phases mine´rales nous fournit des indications fonda-
mentales sur le mode de fonctionnement de l’organe mine´ralisant. Le principal enrichissement en
polye`nes est ainsi de´tecte´ dans la couche calcitique, formant une bande continue juste avant la
transition calcite → aragonite (Figure 17f). Il illustre la forte spe´cialisation de l’activite´ se´cre´trice
du manteau : la se´cre´tion continue de polye`nes a` proximite´ de la limite calcite/aragonite de´note en
effet un me´tabolisme diffe´rent des dernie`res cellules responsables de la mine´ralisation de la couche
calcitique, par rapport aux cellules formant la bordure du manteau. Dans la couche de transition
aragonitique homoge`ne, aucun polye`ne n’est de´tecte´. Mais quelques stries de croissances enrichies
en polye`nes sont visibles dans la couche lamellaire croise´e (Figure 17g) : les cellules du manteau
responsables de la formation de cette couche sont donc aussi capables de se´cre´ter des polye`nes,
mais cette fois-ci de fac¸on cyclique et non plus continue au cours du temps.
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Figure 17 – Cartographies en microscopie confocale Raman (excitation 532 nm) d’une section
radiale de Nerita undata. a) Distribution de l’intensite´ du pic Ta a` 152 cm
−1 de l’aragonite (mode
translation). b) Distribution de l’intensite´ du pic La a` 206 cm
−1 de l’aragonite (mode libration).
c) Carte du ratio Ta/La. Une couche de´ja` aragonitique, mais d’orientation homoge`ne, suit direc-
tement la transition calcite → aragonite. d) Distribution de l’intensite´ du bruit de fond, entre
2400 cm−1 et 2500 cm−1, corre´le´e a` la fluorescence de l’e´chantillon. La ligne pointille´e marque
une strie de croissance. La fle`che marque la direction de croissance. e) Spectre Raman pre´sentant
les bandes typiques de l’aragonite, et les pics RR de compose´s polye´niques. f) Carte composite
de la distribution des polye`nes (pic a` 1525 cm−1) en vert, et du ratio Ta/La en bleu. g) Carte
composite des distributions de la calcite (rouge), du rapport d’orientation Ta/La de l’aragonite
(bleu) et des polye`nes (vert). Les fle`ches indiquent des incre´ments de croissance riches en polye`nes
dans la couche aragonitique.
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Ces exemples de de´terminations biochimiques in-situ illustrent le potentiel de ces ap-
proches pour caracte´riser finement le fonctionnement de l’organe mine´ralisant : dans le cas
de Nerita undata, on peut ainsi identifier plusieurs activite´s me´taboliques diffe´rentes, cor-
respondant a` une forte spe´cialisation spatiale des cellules formant la bande mine´ralisante
du manteau, qui se´cre`tent de fac¸on synchrone des assemblages organiques distincts :
1/ la bordure pe´riphe´rique de la zone mine´ralisant les fibres calcitiques, qui se´cre`te des
prote´ines soufre´es, des polysaccharides sulfate´s et des mole´cules contenant des groupe-
ments amide II.
2/ une petite frange de la zone mine´ralisant les fibres, qui se´cre`te de fac¸on continue des
polye`nes en plus des mole´cules cite´es pre´ce´demment.
3/ une bande tre`s e´troite de la zone mine´ralisant la couche aragonitique dont la lar-
geur ne de´passe pas quelques cellules, qui ne se´cre`tent que des mole´cules contenant des
groupements amide I.
4/une large bande, la plus interne de la zone mine´ralisante, responsable de la formation
de la structure lamellaire croise´e, et qui se´cre`te des mole´cules contenant des groupements
amide I, et connaissant de brefs pulses de se´cre´tion de polye`nes.
1.2.2 Initiation des orientations cristallines.
Un deuxie`me me´canisme d’inte´reˆt est le controˆle des orientations cristallines. Nous avons pu voir
brie`vement section 1.1.2 (page 15) que l’organe mine´ralisant est capable de maintenir l’orientation
cristalline de ses unite´s microstructurales au cours de la croissance ; cette section illustre, a` travers
deux exemples distincts, qu’il existe aussi un me´canisme de controˆle de l’initiation des orientations
cristallographiques de ces unite´s, meˆme si celui-ci reste encore a` e´lucider.
Les centres des prismes chez Pinctada margaritifera juve´nile.
Les prismes de la couches externe des coquilles de Pinctada margaritifera juve´niles (Figure
18a) constituent un exemple simple. Ils ont en effet a` ce stade de de´veloppement un comporte-
ment optique monocristallin, contrairement aux prismes des Pinctada adultes : a` chaque prisme
correspond une couleur de polarisation (Figure 18b-d). Une le´ge`re de´focalisation en microscopie
optique met en e´vidence des figures concentriques au sein de chaque prisme (Figure 18c), ainsi
que la pre´sence syste´matique d’une tache en leur centre (Figure 18d). Chaque droite reliant deux
centres de prismes voisins est syste´matiquement perpendiculaire a` la membrane se´parant ces der-
niers, formant un diagramme de Vorono¨ı (Figure 18c) : une telle re´partition de´note un me´canisme
de croissance concentrique a` partir de germes initiaux (ici les centres), la limite entre deux prismes
n’e´tant de´finie que lorsque se re´alise le contact entre deux fronts de cristallisation. La position
des membranes, et donc la forme des prismes, est ainsi uniquement conditionne´e par les positions
relatives de ces germes, pre´existants, qui ont un roˆle de´terminant dans le de´marrage de la cristal-
lisation, et l’initiation des orientations cristallographiques qui seront ensuite perpe´tue´es au cours
des incre´ments de croissance successifs au sein de chaque prisme (Cuif et al., 2011).
L’empreinte de ces centres est particulie`rement bien visible en MEB sur la face externe de la
coquille (Figure 18e-g), et sont bien marque´s avec une coloration Bodipy (Figure 18h), qui de´note
une composante lipidique. Une coupe FIB passant par l’un de ces centres (Figure 18i) permet
d’illustrer en MET le contact entre celui-ci et les premiers incre´ments de croissance (Figure 18j) ; a`
tre`s haute re´solution, l’initiation des premiers rangs d’atomes organise´s dans la maille de la calcite
est visible (Figure 18k). Une fois initie´e, cette orientation cristallographique se perpe´tue ensuite
au cours des premiers incre´ments de croissance (Figure 18j).
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Figure 18 – Pinctada margaritifera juve´nile. a) Face interne d’une valve. b) Vue des premiers
prismes bord de croissance en LPA. c-d) Vues en LPA du re´seau de points situe´s chacun au
centre de chaque prisme. e-f) Vues MEB de la face externe. g) Vue MEB de l’empreinte en creux
des centres des prismes. h) Test de coloration Bodipy® 493/503 en microscopie de fluorescence
classique (excitation 365 nm, filtre passe bande 430 nm) (cf section 5.2.1 page 121). Les fle`ches
pointent certains centres colore´s. i) Vue MET d’une lame amincie au FIB d’une section d’un
prisme contenant encore un centre, marque´ par une fle`che. j) Vue TEM du centre (marque´ d’une
fle`che) et diffractions localise´es dans le centre (motif amorphe) et les deux premiers incre´ments
de croissance (motif de diffraction d’un monocristal, conservation des orientations). k) Vue MET
haute re´solution du contact entre centre et prisme, et de l’apparition d’une organisation des rangs
d’atomes en maille calcitique.
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Vers un me´canisme similaire dans l’initiation de l’alternance lamellaire croise´e
chez Nerita ?
Lorsque la structure lamellaire croise´e de la couche interne de la coquille de Nerita se met
en place sur la couche calcitique externe, on observe des ponctuations (Figure 19), d’autant plus
marque´es en LPA que la lame est e´paisse (Figure 19a). Ces ponctuations pre´sentent une forme
en doˆme (Figure 19c-d), mais ne semblent pre´sentes qu’une lamelle de 1er ordre sur deux (Figure
19g) - or, c’est justement une lamelle de 1er ordre sur deux qu’apparait une nouvelle orientation
cristalline (Figures 17c et 9e). Ces ponctuations pre´sentent de plus une forte teneur en compose´s
organiques (forte fluorescence sur la figure 20a-b, fort contraste en lame e´paisse sur la figure 19a),
et il est ainsi tentant d’effectuer un paralle`le avec les centres observe´s dans les prismes des Pinctada
margaritifera.
Figure 19 – Ponctuations chez Nerita. a) Vue en LPA d’une lame mince ”e´paisse” (30 µm) : le
contraste brun, toujours e´teint, est bien marque´ et permet d’identifier facilement les ponctuations
enrichies en compose´s organiques, mais leurs conformation est mal de´finie du fait de la superposi-
tion des structures. b) Vue en LPA d’une lame mince fine (˜10µm). Les ponctuations sont moins
marque´es, mais bien pre´sentes. c-d) Vues en LPNA et LPA d’une lame mince fine (˜10 µm), mon-
trant la forme en doˆmes de ces ponctuations. Les doˆmes sont pre´sents une lamelle de 1er ordre sur
deux. e) Vue en LPA d’une lame mince fine (˜10 µm), montrant les doˆmes, une lamelle de 1er ordre
sur deux. f) Vue en LPNA d’une lame mince fine (˜10 µm) montrant la morphologie des doˆmes.
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Figure 20 – a-b) Images en microscopie confocale laser de la transition calcite → aragonite. Une
LUT en fausse couleur (rouge) met en e´vidence le fort contraste d’autofluorescence des ponctua-
tions, lie´ a` une forte teneur en compose´s organiques. Une couche continue, fortement fluorescente,
marque la transition calcite → aragonite. Les fle`ches marquent une strie de croissance. c-d) Test de
coloration a` l’acridine orange. Une fine ligne continue de´limitant la transition calcite → aragonite
apparait colore´e en rouge, les ponctuations sont colore´es en vert. e-h) Cartes XRF de la transi-
tion calcite (bas) → aragonite (haut). e) Carte des polysaccharides sulfate´s (2482 eV), le´ge`rement
enrichi au niveau d’une ponctuation. f) Carte des acides amine´ soufre´s (2473 eV), montrant une
tre`s fine zone appauvrie apre`s la transition. g) Carte du Sr. h) Carte du P, montrant un le´ger
enrichissement apre`s la transition.
L’acridine orange colore ces ponctuations en vert (Figure 20d), ce qui laisserait supposer la
pre´sence de compose´s pre´sentant des sites actifs libres et charge´s ne´gativement (tels que les glyco-
prote´ines, Brandes et Reale, 1990). Mais l’interpre´tation des couleurs de fluorescence de l’acridine
orange reste ambigu¨e : en tant que colorant cationique, il e´met dans les verts en solution (533
nm) lorsqu’il est pre´sent sous la forme d’un monome`re, et dans les rouges (656 nm) lorsqu’il est
pre´sent sous la forme d’un polyme`re (Bradley, 1961) - ce de´calage e´tant cause´ par un effet de cou-
plage entre deux mole´cules d’acridine proches. La couleur d’e´mission de´pend donc de la distance
entre les mole´cules cibles (Gautret et al., 2003). Lorsque les mole´cules d’acridine sont lie´es a` des
mole´cules voisines, ou` a` des sites proches sur la meˆme mole´cule, leur couleur de fluorescence est
orange-rouge ; lorsqu’elles sont lie´es a` des compose´s isole´s, il n’y a peu ou pas de couplage entre les
mole´cules d’acridine et la couleur de fluorescence est verte (Wolf et Aronson, 1961). Sur les carto-
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graphies XANES, ces ponctuations pourraient aussi correspondre a` des zones le´ge`rement enrichies
en polysaccharides sulfate´s (Figure 20e).
Note concernant la transition calcite-aragonite :
Ces images de fluorescence semblent indiquer la pre´sence d’une enveloppe continue se´parant la
couche calcitique de la couche aragonitique, marque´e par une tre`s forte autofluorescence (Figure
20a-b), et une coloration rouge a` l’acridine orange (Figure 20d). Pour autant, nous n’avons pu
mettre en e´vidence l’existence d’une enveloppe en MEB et MET, nous ne pouvons donc conclure
s’il s’agit effectivement d’une enveloppe continue qui isole les deux couches (et qui serait alors tre`s
comparable, mais plus fine, a` celle isolant couche calcitique et couche aragonitique chez Pinctada
margaritifera, Figure 14c) ou d’un simple enrichissement en compose´s organiques discontinus. La
couche de transition aragonitique, qui s’e´tablit sur cette<suppose´e> enveloppe et pre´ce`de la couche
lamellaire croise´e proprement dite, pre´sente quant a` elle un le´ger enrichissement en P (Figure 20h)
et un tre`s le´ger appauvrissement en acides amine´s soufre´s (Figure 20f).
. Les ponctuations en forme de doˆmes observe´es sont en fait excentre´s, situe´s pratiquement a` la
limite entre deux lamelles de 1er ordre (Figure 21a-d), et he´te´roge`nes, constitue´s par la concentra-
tion de tout petits points ou canalicules (contraste noir en BSE, figure 21e-f). Il est surprenant de
constater, sur les pre´parations MET, que ces canalicules contiennent encore un mate´riel fortement
re´tracte´ par l’effet du faisceau (Figure 21g-h) et riche en S (caracte´rise´ par EDS, figure 21i-k). A
la diffe´rence des centres de Pinctada margaritifera, il semble donc plutoˆt s’agir de l’agglome´rat de
mole´cules fibrillaires, ici coupe´es en sections, et prises dans une gangue mine´rale.
La couche de transition (Figure 22) n’est, en fait, pas ve´ritablement homoge`ne, et semble de´ja`
constitue´e de lamelles de meˆme orientation (Figure 22c). L’apparition de l’alternance lamellaire
croise´e consiste ainsi en une rotation progressive de ces plans de lamelles qui se retrouvent alors
avec une orientation orthogonale aux lamelles sous-jacentes, et ce uniquement une lamelle de 1er
ordre sur deux (ces plans de lamelles ne tournant pas ou tre`s peu pour les autres paires de lamelles
de 1er ordre) (Figure 22d).
A la diffe´rence des centres des prismes de Pinctada margaritifera, il n’est pas possible
d’affirmer que les ponctuations observe´es chez Nerita, constitue´es d’agglome´rats de ca-
nalicules riches en compose´s organiques soufre´s (polysaccharides sulfate´s, etc.), jouent un
roˆle actif dans l’initiation de l’alternance des orientations cristallines des lamelles de 1er
ordre. La co-localisation exacte de ces ponctuations et du de´marrage de cette alternance
reste cependant troublante.
Paralle`lement, ces observations permettent de pre´ciser la mise en place progressive de
la structure lamellaire croise´e : comme chez Pinctada margaritifera, il semblerait qu’une
enveloppe continue, mais plus fine, marque la transition brusque entre calcite et aragonite.
Les premiers de´poˆts aragonitiques qui la surmontent sont en fait structure´s en lamelles
ou plaquettes, de dimensions similaires aux lamelles de 3e ordre mais partageant toutes
une meˆme orientation sur une e´paisseur de plusieurs microns ; c’est la rotation de certains
de ces plans de plaquettes, une lamelle de 1er ordre sur 2, qui marque ve´ritablement le
de´marrage de la structure lamellaire croise´e proprement dite.
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Figure 21 – a-d) Vues en LPNA et LPNA d’une lame mince fine (˜10 µm) de la transition entre
couches internes et externes, montrant les ponctuations en doˆmes. c-d) Les doˆmes sont situe´s
exactement a` la limite entre deux lamelles de 1er ordre (marque´es par des ”*”), mais une lamelle
sur deux. e-f) Vue MEB (surface polie, de´tecteur BSE) de la transition. Les doˆmes, forme´s de tout
petits points ou canalicules, sont marque´s par des fle`ches, les lamelles de 1er ordre par des ”*”.
g-h) Vues MET des canalicules formant les doˆmes, remplies d’un mate´riel se re´tractant fortement
sous le faisceau. i-k) Spectres EDS localise´s en microscopie a` transmission. Les spectres i et k sont
localise´s approximativement sur la figure f. Le spot de focalisation ayant fourni le spectre j est
repre´sente´ figure h.
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Figure 22 – a) Vue en LPA d’une lame mince tre`s fine (5-10 µm) de la transition entre couches
interne et externe. Une couche de transition, de couleur de polarisation homoge`ne (vert) pre´ce`de
l’apparition de l’alternance lamellaire croise´e (lamelles de 1er ordre marque´es d’un I). b-d) Vues
MEB d’une fracture fraiche de la zone de transition. c) Organisation de la zone de transition en
fibrilles ou plaquettes d’orientation homoge`ne. d) Initiation de l’alternance lamellaire croise´e par
la rotation progressive des plans de plaquettes une lamelle de 1er ordre sur deux (fle`che).
1.2.3 Des enveloppes organiques de´limitant les unite´s microstructurales ?
Dans la coquille de Pinctada margaritifera, les unite´s prismatiques de la couche externe sont
totalement isole´es les unes des autres par un re´seau d’enveloppes continues (Figures 14 et 72) et
structure´es (Dauphin et al., 2010) ; la propagation des orientations cristallines initie´es par chaque
centre est late´ralement de´limite´e par ces enveloppes, leur de´poˆt pre´ce´dant la cristallisation propre-
ment dite du lit de mine´ralisation (Cuif et al., 2011).
Dans le cas de la structure lamellaire croise´e, on ne trouve aucune description de telles enve-
loppes se´parant les lamelles de 1er ordre dans la litte´rature, et les attaques me´nage´es classiques qui
devraient re´ve´ler la pre´sence de mate´riel organique entre les lamelles restent infructueuses (Figure
23a-c).
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Figure 23 – a-c) Vues MEB des lamelles de 1er ordre, apre`s attaque le´ge`re (acide ace´tique 0,2%
v/v, 35 sec). d-f) Vues MEB (surface polie, de´tecteur BSE). Les fle`ches marquent une strie de
croissance, les ”*” les lamelles de 1er ordre. f) Les lamelles de 1er ordre sont de´limite´es par des
petites ponctuations discontinues (contraste noir = vide, ou faible poids atomique). g) Vue MET
du contact entre deux lamelles de 1er ordre (*). La fle`che blanche marque une porosite´, la fle`che
jaune une interpe´ne´tration des lamelles de 2e ordre entre les lamelles de 1er ordre.
Les observations en BSE re´ve`lent cependant la pre´sence de petites ponctuations discontinues,
en contraste noir, entre les lamelles de 1er ordre (Figure 23d-f) : si ce contraste peut correspondre a`
un patchwork de compose´s organiques (poids atomique plus faible que le Ca), il peut tout aussi bien
eˆtre cause´ par une porosite´ entre les lamelles de 1er ordre. Cette interpre´tation semble d’ailleurs
confirme´e par les observations MET, ou` le contact entre deux lamelles de 1er ordre est marque´
par des ”trous”, irre´guliers et discontinus (fle`che blanche dans la figure 23g) ; entre ces trous, on
peut observer une interpe´ne´tration des lamelles de 2e ordre - qui apparaissent donc superpose´es en
MET (fle`che jaune dans la figure 23g), entre les deux lamelles de 1er ordre.
Apre`s de multiples tentatives infructueuses (etchings, etc.), nous avons finalement pu obtenir
les premiers indices confirmant la pre´sence de mole´cules organiques localise´es entre les lamelles de
1er ordre a` l’occasion de tests de colorations spe´cifiques (cf section 5.2). Ainsi, sur une pre´paration
colore´e au Bodipy ”rate´e” (a` cause de proble`mes de fixation du fluorophore, la coloration n’est en
effet pas uniforme sur la surface de l’e´chantillon), l’observation en microscopie d’e´pifluorescence
confirme que certaines zones sont marque´es (Figure 24a), notamment certaines stries de croissance
(Figure 24b) et par endroits les limites situe´es entre les lamelles de 1er ordre (fle`che jaune dans la
figure 24b).
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Figure 24 – Colorations. a-b) Tests de coloration au Bodipy de la couche lamellaire croise´e d’une
Nerita sp. La fle`che marque les enveloppes colore´es entre les lamelles de 1er ordre (*). c-d) Ob-
servations de la meˆme zone en microscopie confocale laser. Les fle`ches marquent une enveloppe
colore´e. e-g) Colorations au citrate de Pb / ace´tate d’uranyle, observations MEB (surface polie,
de´tecteur BSE). Les fle`ches vertes indiquent une strie de croissance marque´e, et les fle`ches jaunes
une enveloppe colore´e entre lamelles de 1er ordre (*).
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Les observations sur la meˆme zone en microscopie confocale laser (Figure 24c-d) pre´cisent le
caracte`re discontinu de ces ”enveloppes”, ou plutoˆt patchworks organiques (fle`ches jaunes dans la
figure 24d). Sur des surfaces observe´es en BSE (Figure 24e-g), l’ace´tate d’uranyle/citrate de plomb
colorent certaines stries de croissance, tre`s enrichies en compose´s organiques (fle`ches vertes sur la
figure 24f), ainsi que les mole´cules localise´es entre les lamelles de 1er ordre (fle`ches jaunes sur la
figure 24f-g).
En microspectroscopie confocale Raman, les ponctuations sont parfaitement visibles en contraste
ne´gatif sur une cartographie des carbonates (Figure 25a), et bien localise´es a` la limite entre les
lamelles de 1er ordre (en fausses couleurs sur la figure 25c) - ce qui confirme qu’elles sont en effet
vides de tout mate´riel carbonate´. Sur certains scans cependant, des se´ries de spectres pre´sentent
des pics situe´s entre 2850 cm−1 et 3000 cm−1, correspondant aux vibrations d’e´longation des grou-
pements -CH (Smith et Dent, 2005) (Figure 25b). La carte de ces pics (Figure 25d) indique que
ces mole´cules sont localise´es pre´fe´rentiellement dans les doˆmes situe´s a` l’initiation des orientations
cristallines, mais aussi dans ces ponctuations entre les lamelles de 1er ordre, ainsi qu’au niveau de
certaines stries de croissance.
Figure 25 – Spectroscopie confocale Raman (excitation 532 nm). a) Carte de distribution de
l’intensite´ du pic ν1 a` 1080 cm−1 des carbonates. b) Spectre Raman typique de l’aragonite, et
pre´sentant des pics entre 2850 cm−1 et 3000 cm−1 qui correspondent aux vibrations d’e´longation
des groupements -CH. c) Carte composite en fausses couleurs montrant la distribution de la calcite
(rouge) et de deux orientations d’aragonite (bleu et vert) identifiant les lamelles de 1er ordre. d)
Carte de distribution de l’intensite´ des pics entre 2850 cm−1 et 3000 cm−1 (vibrations d’e´longation
des groupements -CH).
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Bien que tre`s diffe´rentes des enveloppes continues et e´paisses se´parant les prismes de
Pinctada margaritifera, ces quelques observations nous permettent de mettre en e´vidence
la pre´sence d’un re´seau discontinu de mole´cules, ou ”patchwork” organique, de´limitant
les unite´s microstructurales de 1er ordre dans la couche lamellaire croise´e de Nerita.
Ces mole´cules semblent particulie`rement labiles : elles ont ainsi disparu des pre´parations
MET, probablement brule´es sous le faisceau ou le canon ionique lors de l’amincissement et
ne laissant qu’une porosite´ re´siduelle. Les colorations au Bodipy et cartographies Raman
de la distribution des groupements -CH sugge`rent que la composition organique de ce
”patchwork” contient une composante lipidique non-ne´gligeable.
Les interpe´ne´trations entre lamelles du 1er ordre observe´es lorsque ces mole´cules sont
absentes (entre les ponctuations donc) sugge`rent que cette limite, a` la diffe´rence des
enveloppes prismatiques de Pinctada margaritifera, n’exerce qu’un controˆle imparfait
sur la de´limitation late´rale de la morphologie des lamelles de 1er ordre.
1.2.4 La forte spe´cialisation de l’activite´ me´tabolique de la partie mine´ralisante
du manteau
Ces exemples mettent en lumie`re les corre´lations entre les variations de compositions biochi-
miques et les organisations microstructurales, qui illustrent le roˆle fondamental que jouent ces
mole´cules organiques sur la formation de la coquille, processus, rappelons le, extra-cellulaire ; c’est
en effet ne´cessairement par le seul interme´diaire de ces mole´cules se´cre´te´es par le manteau que ce
dernier peut exercer un controˆle sur la se´lection du polymorphe mine´ral, le controˆle des orienta-
tions cristallographiques, de la morphologie des unite´s microstructurales, etc. On comprend ainsi
aise´ment que la localisation pre´cise des assemblages organiques par rapport a` l’organisation micro-
structurale, et leur caracte´risation, joue un roˆle cle´ dans la compre´hension des diffe´rents me´canismes
par lesquels ce controˆle peut s’effectuer.
Ces caracte´risations biochimiques in-situ sont limite´es par rapport aux analyses que l’on peut ef-
fectuer sur les phases organiques extraites des coquilles - a` noter que l’interpre´tation de ces dernie`res
est souvent complexe, de par la tre`s grande diversite´ de mole´cules, ne´cessairement me´lange´es, qui
forment ces extraits. Ainsi sur les compose´s organiques extraits des coquilles, la spectroscopie
XANES n’a e´te´ jusqu’ici utilise´e que pour caracte´riser les diffe´rents e´tats d’oxydation du soufre
et ne de´tecte ainsi que les mole´cules organiques soufre´es, les spectroscopies FT-IR et Raman ne
re´ve`lent que la pre´sence de certaines liaisons, et l’interpre´tation des colorations est souvent de´licate
(exemple de l’acridine orange) : finalement, ce que l’on de´tecte par ces proce´de´s in-situ ne repre´sente
en fait qu’une composante de la phase organique pre´sente.
Mais, par l’interme´diaire des cartographies de distribution de ces mole´cules ou groupements
fonctionnels, nous pouvons remonter a` une information essentielle, qui est la tre`s forte spe´cialisation
spatiale des cellules constituant la bande mine´ralisante du manteau : ces mole´cules nous servent de
traceurs, qui permettent de remonter ainsi aux diffe´rences de me´tabolisme des cellules constituant
les bandes transversales successives qui subdivisent le manteau. Au fur a` mesure de la progression
du manteau vers la bordure de la coquille qui accompagne l’e´paississement de cette dernie`re (Figure
26a-b), ces bandes se de´placent elles aussi : ce sont ainsi d’autres cellules, dont l’activite´ se´cre´trice
est identique, qui continuent les unite´s initie´es pre´alablement (Figure 26a-b).
On distingue ainsi deux modes de se´cre´tions :
– les mole´cules dont la distribution varie selon la striation de croissance, qu’elles soient se´cre´te´es
de fac¸on continue ou uniquement lors de pulses individuels.
– les mole´cules dont la distribution est corre´le´e a` l’organisation des unite´s microstructurales, ce
qui laisse supposer un roˆle structurant de ces assemblages ; ces compose´s peuvent aussi eˆtre
de´pose´s ponctuellement (ex : doˆmes situe´s a` l’initiation de l’alternance lamellaire croise´e) ou
de fac¸on continue (ex : patchworks ou enveloppes organiques).
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De manie`re synthe´tique, on peut identifier un minimum de 6 bandes successives subdi-
visant la zone mine´ralisante du manteau, et qui se´cre`tent de fac¸on synchrone des assem-
blages organiques distincts :
1. la bordure pe´riphe´rique de la zone mine´ralisant les fibres calcitiques, qui se´cre`te
des prote´ines soufre´es, des polysaccharides sulfate´s et des mole´cules contenant des
groupements amide II.
2. une petite frange de la zone mine´ralisant les fibres, qui se´cre`te de fac¸on continue
des polye`nes en plus des mole´cules cite´es pre´ce´demment.
3. probablement une bande tre`s fine, qui serait responsable de la se´cre´tion d’une en-
veloppe organique (riche en compose´s contenant des sites charge´s ne´gativement)
isolant les couches calcitique et aragonitique.
4. une bande tre`s e´troite de la zone mine´ralisant la couche aragonitique dont la largeur
ne de´passe pas quelques cellules, se´cre´tant des mole´cules contenant des groupements
amide I.
5. une petite bande, de´posant :
a/ ponctuellement des doˆmes constitue´s d’agglome´rats de canalicules contenant des
polysaccharides sulfate´s, des compose´s comprenant des sites charge´s ne´gativement
et des groupements -CH.
b/ en continu, des mole´cules contenant des groupements amide I.
c/ des pulses se´cre´tion de polye`nes.
6. une large bande, la plus interne de la zone mine´ralisante, responsable de la forma-
tion de la structure lamellaire croise´e, et qui :
a/ se´cre`te en continu des mole´cules constituant les patchworks organiques entre
les lamelles de 1er ordre, tre`s probablement lipidiques
b/ se´cre`te en continu des mole´cules contenant des groupements amide I,
c/ connait de brefs pulses de se´cre´tion de polye`nes.
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Figure 26 – Spe´cialisation
spatiale du manteau.
a) Localisation du tissu
mine´ralisant lors de la for-
mation d’un incre´ment de
croissance. En rouge, les cel-
lules mine´ralisant la couche
fibreuse (calcite), en bleu clair
celles mine´ralisant la couche
aragonitique de transition, en
bleu fonce´ celles mine´ralisant
la couche lamellaire croise´e
(aragonite).
b) Localisation du tissu
mine´ralisant apre`s un temps
t+1. La fle`che noire indique
le sens de de´placement du
manteau, la fle`che jaune
l’e´paississement de la coquille
pendant ce laps de temps.
c) Sche´ma e´clate´ de a. Spr :
prote´ines soufre´es. SP : po-
lysaccharides sulfate´s. A1 :
mole´cules pre´sentant des
bandes amide 1. A2 : mole´cules
pre´sentant des bandes amide
2. P : polye`nes. CH : mole´cules
contenant des groupements
-CH. Les fle`ches en poin-
tille´ indiquent une activite´
me´tabolique discontinue dans
le temps, les fle`ches pleines
une se´cre´tion continue des
mole´cules.
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1.3 Modalite´s de cristallisation
L’e´tude des modalite´s de cristallisation de la phase mine´rale et des associations organo-mine´rales
in-situ implique de re´aliser un saut dans les e´chelles d’observation.
La combinaison de deux outils se re´ve`le alors particulie`rement inte´ressante : la microscopie
de force atomique (AFM), qui permet de sonder les proprie´te´s physiques et me´caniques et de
les corre´ler aux caracte´ristiques microstructurales, et la microscopie e´lectronique en transmission
(MET), pour une caracte´risation fine des parame`tres cristallographiques en rapport avec la micro-
structure, et qui permet dans certains cas de descendre a` des re´solutions autorisant l’observation
des plans d’atomes constituant la maille cristalline (METHR).
1.3.1 Propagation de la cohe´rence cristalline chez Pinctada margariti-
fera
L’association entre mole´cules organiques et la phase mine´rale s’effectue a` une e´chelle tre`s fine,
comme le re´ve`lent des observations AFM re´alise´es sur la couche prismatique de Pinctada mar-
garitifera juve´nile (Figure 27a-c). Les images en contraste de phase (Figure 27b), re´ve`lent ainsi
la pre´sence de sous-unite´s granulaires irre´gulie`res, de taille variant entre 50 et ˜200 nm, dont la
bordure est marque´e par un fort contraste de phase re´ve´lant une interaction forte entre la pointe
et la surface de l’e´chantillon. L’inte´rieur des granules pre´sente un contraste de phase he´te´roge`ne,
sous la forme d’un gradient entre le centre et la bordure (Figure 27c). Un tel contraste de phase
peut eˆtre attribue´ a` une plus forte visco-e´lasticite´ du mate´riaux (cf section 5.2.3 page 127) ; ces
sous-unite´s ont e´te´ interpre´te´es comme des composites organo-mine´raux entoure´s d’un fin cortex
constitue´ de carbonate de calcium amorphe et/ou de matrice organique (Cuif et al., 2011).
De tels granules ovo¨ıdes constituent, sans exception aucune, tous les squelettes ou coquilles
forme´s de carbonates de calcium : on les retrouve dans les coquilles des mollusques (Dauphin,
2008; Li et al., 2013), les squelettes des scle´ractiniaires (Cuif et Dauphin, 2005), les structures
calcaires des spongiaires (Sethmann et al., 2006; Gilis et al., 2011), les tests des e´chinodermes
(Sethmann et al., 2005; Cuif et al., 2011), les coquilles des brachiopodes (Cusack et al., 2008a) ou
meˆme les otolithes des poissons (Dauphin et Dufour, 2008).
Les observations MET (Figure 27d-g) confirment la pre´sence de ces sous-domaines granu-
laires, qui ont e´te´ observe´s a` diffe´rents degre´s de cristallisation : certains, localise´s a` proximite´
de l’enveloppe organique en bordure du prisme, sont encore amorphes (Figure 27d-e), alors que
d’autres sont de´ja` fusionne´s et comple`tement cristallins (Figure 27e). La limite entre granules
amorphes/cristallise´s correspond a` un front de cristallisation arreˆte´ (Figure 27e), tre`s probable-
ment par l’action inhibitrice de l’enveloppe organique qui limite late´ralement la propagation de la
cristallisation ; les granules situe´s sur ce front (Figure 27e) ne sont que partiellement cristallise´s,
avec un noyau cristallin mais une bordure externe encore amorphe (Figure 27f-g).
L’interpre´tation la plus probable est que ce front de cristallisation s’est propage´ dans chaque
prisme individuel a` travers les sous-unite´s granulaires, pre´-existantes, lorsque celles-ci e´taient en-
core amorphes (Baronnet et al., 2008). Or les prismes de Pinctada margaritifera juve´nile se com-
portement optiquement comme un monocristal, comme l’indiquent leurs couleurs de polarisation
uniformes dans leur section et leur e´paisseur en LPA (Figure 27h-i). Afin de construire un tel mo-
nocristal ”parfait”, une inter-connexion forte ente les sous-unite´s est ne´cessaire, de fac¸on a` pouvoir
transmettre la cohe´rence cristallographique dans les trois dimensions de l’espace, et ce a` travers
tout le prisme.
Dans un tel sce´nario, force´ment simplifie´, les unite´s granulaires peuvent donc eˆtre conside´re´es
comme des ”blocs de construction” de base, de´pose´s dans un e´tat pre´curseur, a` l’occasion de chaque
incre´ment de croissance.
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Figure 27 – Pinctada margaritifera juve´nile. a-c) Images AFM (tapping) des granules constituant
les prismes de la couche externe. d-g) Vues MET d’une lame amincie au FIB d’une section d’un
prisme. d) Localisation. e) Front de propagation de la cristallisation dans les granules amorphes. f)
De´tail d’un granule, dont le centre est cristallise´ (SAED) et la bordure encore amorphe (SAED).
g) Image haute re´solution du contact entre la maille cristalline et l’amorphe. h) Vue ventrale en
LPA des prismes de la bordure de croissance. i) section en lame mince (˜10 µm) des prismes de la
couche externe.
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En mode contact a` l’AFM, la possibilite´ de re´aliser des courbes localise´es d’approche-retrait (et
des cartographies) permet de mieux contraindre les caracte´ristiques physiques et me´caniques de
ces granules, en particulier l’e´lasticite´ et l’adhe´sion de la surface (Figure 28a-b), que l’on ne peut
de´convoluer sur les cartographies de signal de phase en tapping (de´tails section 5.2.3 page 127).
Sur un transect (Figure 28c), on distingue un premier poˆle de courbes, caracte´rise´ par une
faible adhe´sion, suivi par une deuxie`me se´rie de courbes pre´sentant une e´lasticite´ proche, mais
dont l’adhe´sion augmente et peut atteindre des valeurs importantes (Figure 28d). La cartographie
des valeurs de de´flexion du microlevier pour des positions successives en Z est un moyen simple de
visualiser les he´te´roge´ne´ite´s de ces deux parame`tres sur la surface de l’e´chantillon (Figure 28e-i).
Alors que l’e´lasticite´ semble globalement homoge`ne, avec de tre`s faibles variations, sur la surface
(Figure 28e), la variation de l’adhe´sion est importante : le centre des granules correspond au poˆle
de courbes pre´sentant une faible adhe´sion (ex : point B sur les figures 28f-i), alors qu’a` la bordure
des granules (ex : point A sur les figures 28f-i), l’adhe´sion est la plus forte (Figure 28g-h).
Ces observations nous permettent ainsi d’affiner l’interpre´tation des cartographies du signal
de phase re´alise´es jusqu’ici en mode tapping : la composante principale du contraste de phase en
tapping provient de la forte he´te´roge´ne´ite´ des proprie´te´s adhe´sives de la surface de l’e´chantillon,
alors que les variations d’e´lasticite´ restent faibles. L’e´lasticite´ au sein des granules varie peu, mais
leur cortex est tre`s fortement adhe´sif.
Toutes ces observations ont e´te´ re´alise´es sous atmosphe`re ambiante, favorisant l’adsorption de
mole´cules H20 sur la surface qui peut ainsi former un film d’eau, dont la re´partition, a` ces e´chelles,
est fortement affecte´e par les proprie´te´s de la surface : l’e´paisseur de ce film e´tant covariant avec les
forces de capillarite´ induites sur la pointe, le contraste observe´ illustre un contraste des proprie´te´s
hydrophobes/hydrophiles de l’e´chantillon. Certains des compose´s organiques contenus dans les
biomine´raux sont hydrophiles (prote´ines, sucres), et d’autres par nature hydrophobes, tels les
lipides, dont la pre´sence a e´te´ rapporte´e dans plusieurs taxons et structures (Farre et Dauphin,
2009; Farre et al., 2010), dont Pinctada margaritifera.
Le contraste de phase observe´ peut ainsi correspondre a` la re´partition de ces compose´s a` la
surface de l’e´chantillon (et/ou de carbonate de calcium amorphe ?).
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Figure 28 – AFM (Force Volume). a) Sche´ma de principe d’une courbe d’approche-retrait. b)
Position en Z du microlevier pour chaque e´tape du sche´ma a. c) Image de topographie - les points
repre´sentent les localisations des courbes de force de la figure d. d) Courbes de forces mesure´es
le long du transect indique´ en c. e-i) Cartes de de´flexion lors du retrait du levier pour plusieurs
positions en Z. La position en Z est marque´e par une barre orange. Les points A et B indiquent
les localisations des 2 courbes de forces illustre´es.
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1.3.2 Propagation de la cohe´rence cristalline chez Nerita undata
AFM
Les coquilles de Nerita ne font pas exception a` la re`gle, et l’on retrouve, en mode tapping a`
l’AFM, des granules ovo¨ıdes constituant aussi bien les fibres de la couche externe (Figure 29a-d)
que le lamellaire croise´ de la couche interne (Figure 29e-j).
Figure 29 – Section radiale de Nerita undata a` l’AFM. a-d) Image en mode tapping des fibres
de la couche externe (attaque a` l’acide ace´tique 0,1% wt., 5 sec). a-c) Images de topographie. d)
Image de phase, montrant la composition granulaire. e-j) Images en mode tapping dans la couche
lamellaire croise´e (attaque acide 5 s dans une solution d’acide ace´tique 0,1% wt. contenant 3% de
glutaralde´hyde). e) Carte de topographie et f) carte du signal de phase des lamelles du 2e ordre.
g) Carte de topographie et h) carte de signal de phase illustrant les granules qui composent une
lamelle du 2e ordre (de´limite´e par la ligne pointille´e). i) Carte de topographie et j) de signal de
phase des granules. La fle`che marque le cortex entre deux granules. k-r) Images en mode contact
dans la couche lamellaire croise´e (attaque acide 1 s dans une solution d’acide ace´tique 0,1% wt.).
k) Carte de topographie et l) carte du signal de de´flexion du contact entre deux lamelles du 1er
ordre. m) Carte du signal de de´flexion montrant les lamelles de 3e ordre, aligne´es. La fle`che marque
la direction d’e´longation des lamelles 3e ordre. n) Carte du signal de de´flexion d’une lamelle de 3e
ordre. Les fle`ches marquent l’aﬄeurement d’un plan de micromacle (110) a` la surface d’une lamelle
de 3e ordre.
Dans la couche lamellaire croise´e, ces sous-unite´s ont une longueur variant de 0.04 µm a` 0.1
µm (Figure 29h) et sont entoure´es d’un cortex montrant une forte interaction avec la pointe en
contraste de phase (Figure 29h, i) ; de faibles contrastes de phase sont aussi visibles a` l’inte´rieur
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des granules, dont certains des plus larges semblent compose´s d’unite´s plus petites partiellement
fusionne´es (Figure 29i-j). On note aussi la pre´sence d’un film apparemment continu, pre´sentant
une interaction forte avec la pointe, qui semble se´parer les lamelles de 2e ordre.
En mode contact (Figure 29k-n), on identifie facilement les lamelles de 3e ordre individuelles
(Figure 29m-n) qui composent les alignements de 2e ordre, plongeant dans des directions oppose´es
entre 2 lamelles de 1er ordre jointives (Figure 29k-l). Le signal de de´flexion (Figure 29m-n) re´ve`le
une segmentation interne des lamelles de 3e ordre : celle-ci correspond a` l’aﬄeurement des plans
de micromacles (110), que l’on trouve de fac¸on re´currente dans les bio-aragonites (Suzuki et al.,
2012), et qui, dans le cas de la microstructure lamellaire-croise´e, ont e´te´ de´crites pour la premie`re
fois par Kobayashi et Akai (1994) dans les lamelles de 3e ordre de coquilles de Barbatia virescens
(Pteriomorpha, Arcidae) et de Glycymeris yessoensis (Pteriomorpha, Glycymerididae) (Figure 30).
Figure 30 – Diagramme sche´matique des orientations des micromacles (110) dans la structure
lamellaire-croise´e (modifie´ d’apre`s Kobayashi et Akai, 1994).
Le mode QNMTM (Quantitative Nanomechanical Property Mapping) permet de re´aliser des
cartes quantitatives du module DMT (mesure de l’e´lasticite´ d’apre`s le mode`le de contact Derjaguin-
Muller-Toporov) et des forces d’adhe´sion (Figure 31a-c), corre´lables a` la topographie (Figure 31a).
Dans ce mode, le signal de dissipation correspond a` la somme de l’e´nergie dissipe´e entre la pointe
et la surface de l’e´chantillon, et peut eˆtre assimile´e a` la somme des interactions correspondant
au signal de phase en mode tapping. La carte de dissipation (Figure 31d) est tre`s nettement
corre´le´e avec la carte des forces d’adhe´sion (Figure 31f), et non avec la carte du module DMT
(Figure 31e).Comme dans le cas de Pinctada margaritifera, ces re´sultats confirment que les forces
d’adhe´sion constituent la composante majeure des interactions entre la pointe et l’e´chantillon ob-
serve´e en modes tapping (contraste de phase) et QNMTM (dissipation), et que les he´te´roge´ne´ite´s
d’e´lasticite´ du mate´riau n’ont qu’une contribution mineure ; ces dernie`res semblent d’ailleurs plutoˆt
re´ve´ler les micromacles (110). Les granules en partie fusionne´s qui constituent les unite´s de 3e
ordre (Figure 31d, f) pre´sentent, comme en mode tapping, une distribution he´te´roge`ne en dissi-
pation/adhe´sion. Mais surtout, ces observations re´ve`lent les enveloppes apparemment continues
qui se´parent les unite´s de 3e ordre, caracte´rise´es par un fort contraste d’adhe´sion (Figure 31f) :
comme pre´sente´ section 1.3.1 (page 43), ce contraste serait cohe´rent avec la pre´sence de compose´s
organiques hydrophiles, formant les enveloppes qui, ici, entourent les lamelles de 3e ordre.
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Figure 31 – Section radiale de Nerita undata a` l’AFM en mode QNMTM (attaque acide 1 s
dans une solution d’acide ace´tique 0,1% wt.). a) Signal de topographie. b) Carte du module DMT
(de´formation e´lastique). c) Carte du signal d’adhe´sion. d) Carte du signal de dissipation, e) du
module DMT et f) du signal d’adhe´sion des plusieurs lamelles de 3e ordre.
FEG-SEM / TEM
Les observations MEB a` haute re´solution de la surface d’une lamelle de 2e ordre montrent le
contour ondule´ des unite´s de 3e ordre qui la constituent (Figure 32a-b), se´pare´es l’une de l’autre
par une limite sinueuse et ponctue´e (Figure 32b). La plus petite largeur observe´e pour une unite´ de
3e ordre est par ailleurs compatible avec la taille des granules observe´s a` l’AFM (fle`che blanche sur
la figure 32b). L’utilisation d’un de´tecteur Inlens (Figure 32c) (avec lequel les le´gers effets de charge
de surface augmentent ”artificiellement” le contraste), met en valeur la morphologie arrondie des
bordures d’une lamelle de 3e ordre ; ces observations sont parfaitement cohe´rentes avec la notion
d’unite´s de 3e ordre constitue´es par des chapelets de sous-unite´s ovo¨ıdes.
Les observations MET, re´alise´es a` proximite´ de la bordure d’amincissement afin de minimiser
les superpositions de structures, re´ve`lent aussi la pre´sence de granules ovo¨ıdes (Figure 32d-h)
(le tilt de l’e´chantillon est ici optimise´ pour e´viter toute diffraction geˆnante, et favoriser ainsi
l’observation des structures) ; leur taille peut varier de ˜0.05 µm (Figure 32f-h) a` plus de ˜0.15
µm (Figure 32g), et certaines des plus grosses unite´s sont la` encore compose´es de petits granules
agglutine´s (Figure 32g-h). A la limite des lamelles de 2e et de 3e ordre, un re´seau de petites bulles
est visible (Figure 32d-e). Ces artefacts correspondent a` la de´stabilisation progressive des compose´s
organiques lors de l’amincissement, et permettent de pre´ciser la localisation de ces mole´cules par
rapport a` l’organisation microstructurale, confirmant ainsi les observations AFM pre´ce´dentes : les
limites entre les lamelles de 2e ordre sont riches en compose´s organiques. La figure 32e pre´sente une
orientation et un champ directement comparables a` la figure 29h ; elles confirment que les unite´s
de 3e ordre sont bien compose´es par un empilement de granules, et que leur e´paisseur minimum
peut se re´sumer en certains endroits a` une seule range´e de granules.
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Figure 32 – Images MET et MEB des granules dans la couche interne de Nerita undata. a-b)
Images FEG-SEM (de´tecteur d’e´lectrons secondaires conventionnel). a) Cassure fraiche d’une
section radiale montrant les lamelles de 1er ordre. b) Vue d’une fracture suivant la surface d’une
lamelle de 2e ordre, re´ve´lant la morphologie des lamelles de 3e ordre la constituant. La fle`che
indique le de´marrage d’une lamelle de 3e ordre ; sa taille et sa forme ovo¨ıde sont, a` cet en-
droit, compatibles avec la taille des granules observe´s a` l’AFM. c) Image FEG-SEM (de´tecteur
d’e´lectrons secondaires InLens) de la surface d’une lamelle de 2e ordre, illustrant la morphologie
arrondie des limites d’une lamelle de 3eordre. d) Vue MET, en coupe transversale aux lamelles
de 2e ordre. e) Vue MET des granules constituant deux lamelles de 2e ordre conse´cutives (meˆme
orientation que la figure d). f) Vue MET (non-oriente´e) illustrant de petits granules superpose´s
dans l’e´paisseur de l’e´chantillon (le contraste est inte´gralement lie´ a` l’absorption). g) Vue MET
(non-oriente´e) de granules plus gros. La fle`che droite indique un granule de grande taille, qui
semble compose´ de petits granules agglome´re´s. La fle`che gauche indique un granule de grande
taille plus homoge`ne. h) Vue MET (non-oriente´e) de petits granules agglome´re´s.
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Dans la figure 33, le tilt est ajuste´ afin le contraste re´ve`le a` la fois les micromacles (110) et
l’organisation microstructurale, permettant ainsi de corre´ler les caracte´ristiques cristallographiques
avec les microstructures.
La continuite´ des orientations cristallographiques peut eˆtre de´termine´e en re´alisant des diffrac-
tions localise´s (SAED) ; sur une zone incluant plusieurs lamelles de 3e ordre, qui appartiennent a`
des lits de 2e ordre distincts (Figure 33b), on obtient un cliche´ typiquement polycristallin (Figure
33c), ce qui re´ve`le une forte de´sorientation entre les lamelles de 2e ordre. Mais lorsque la zone de
diffraction se limite a` une unite´ de 3e ordre (Figure 33b), le cliche´ correspondant est typiquement
monocristallin (Figure 33d) : ceci de´note une excellente cohe´rence cristallographique a` l’inte´rieur
des unite´s de 3e ordre.
La pre´sence des micromacles (110) (Figure 33e, f, i) constitue de plus un moyen simple et
pratique pour estimer ces de´sorientations : entre lamelles de 3e ordre appartenant a` des lits de 2e
ordre distincts, celle-ci atteint facilement plusieurs degre´s (Figure 33e, f). Cependant, au sein d’une
meˆme lamelle de 2e ordre, une tre`s faible de´sorientation est observe´e entre les unite´s de 3e ordre,
comme en te´moigne la propagation continue de franges de Bragg a` travers les lamelles de 3e ordre
(Figure 33g), peu de´vie´es lors du passage d’une lamelle a` l’autre ; ces paires de franges se croisant
dans une lamelle de 2e ordre (Figure 33h) sont pratiquement rectilignes sur de grandes distances,
ce qui de´note une relativement bonne cohe´rence cristalline au sein des lamelles de 2e ordre.
Les micromacles (110) se limitent en fait aux lamelles de 3e ordre (Figure 33i), confirmant
l’excellente cohe´rence cristallographique au sein de ces unite´s. Elles se propagent de plus de fac¸on
continue entre des granules ovo¨ıdes adjacents dans la meˆme unite´ de 3e ordre (fle`che sur la figure
33i) - ce qui de´montre que ce micromaclage s’est forme´ poste´rieurement au de´poˆt des granules.
Micromacles (110) : Les micromacles observe´es dans la couche lamellaire croise´e de la co-
quille de Nerita undata ont un espacement variable, pouvant descendre jusqu’a` des dimensions
de l’ordre de 1-10 nm. Celui-ci est comparable avec les observations MET des couches lamellaires
croise´es de coquilles de bivalves ou de gaste´ropodes : Barbatia virescens (Pteriomorpha, Arcidae)
et Glycymeris yessoensis (Pteriomorpha, Glycymerididae) (Kobayashi et Akai, 1994), Lottia koga-
mogai (Patellogastropoda, Lottiidae) (Suzuki et al., 2010), Oliva sayana (Sorbeoconcha, Olividae)
et Littorina littorea (Sorbeoconcha, Littorinidae) (Wilmot et al., 1992).
Deux origines possibles peuvent expliquer ce micromaclage (110). Il peut s’agir : 1/de macles
de croissance, se formant au cours de la cristallisation, 2/de macles me´caniques, qui se forment
suite a` un re´arrangement des plans cristallins lorsque l’on applique une contrainte me´canique a` un
cristal existant.
Or, aux limites entre lamelles du 2e ordre, les micromacles se terminent en suivant exactement
la morphologie arrondie des granules ovo¨ıdes (Figure 33i), ce qui ne serait pas le cas si la formation
des macle re´sultait d’une contrainte applique´e au cristal : elles auraient alors forme´ une limite
dentele´e en ”zigzag”. Il s’agit donc tre`s probablement de macles de croissance, forme´es au cours
de la cristallisation : elles permettent de tracer la propagation du front de cristallisation. De telles
micromacles (110) ressemblent par ailleurs beaucoup aux macles poly-synthe´tiques se formant
lors de la croissance macle´e de cristaux d’aragonites abiotiques (Dana, 1914), si ce n’est l’absence
totale de maclage syme´trique selon l’orientation (11¯0), dont l’occurrence devrait pourtant eˆtre aussi
fre´quente puisque le groupe de syme´trie de l’aragonite standard est 2/m 2/m 2/m (Bragg, 1924) :
l’absence de maclage (11¯0) constitue ainsi une spe´cificite´ supple´mentaire de l’aragonite bioge´nique
formant de la microstructure lamellaire croise´e.
On peut aussi noter que, dans la direction d’allongement des lamelles de 3e ordre, les micro-
macles sont continues a` travers les granules sur de grandes distances (Figure 33j) ; ce dernier point
de´montre que la cohe´rence cristallographique se propage a` travers les granules et sur de grandes
distances au sein des lamelles de 3e ordre.
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Figure 33 – Cohe´rence cristalline dans la couche interne de Nerita undata (MET). a) Limite entre
deux lamelles de 1er ordre. b) Lamelles du 3e ordre, en section rectangulaires dont l’alignement
forme les lits du 2e ordre, a` proximite´ du biseau d’amincissement. Les cercles indiquent les zones
se´lectionne´es pour les diffractions localise´es c et d. c) Cliche´ de diffraction polycristallin correspon-
dant a` la se´lection de plusieurs lamelles de 3e ordre. d) Cliche´ de diffraction d’un cristal unique,
correspondant a` la se´lection d’une seule lamelle de 3e ordre. e) De´salignement progressifs des empi-
lements de macles (110) entre plusieurs lamelles de 2e ordre successives. La ligne pointille´e de´limite
une lamelle de 3e ordre. f) De´salignement des empilements de macles (110) entre deux lamelles de
3e ordre, appartenant a` deux lamelles de 2e ordre distinctes. g) Propagation des franges de Bragg,
presque rectilignes (fle`ches), a` travers plusieurs lamelles de 3e ordre formant une unique lamelle
de 2e ordre. h) Paires de franges de Bragg, presque rectilignes et paralle`les, se croisant (fle`che) a`
travers plusieurs lamelles de 3e ordre au sein d’une unique lamelle de 2e ordre, et de´montrant la
forte cohe´rence cristallographique dans une lamelle de 2e ordre. i) Micromacles (110) a` l’inte´rieur
d’une lamelle de 3e ordre. La fle`che indique la continuite´ d’une micromacle (110) a` travers les gra-
nules qui constituent la lamelle de 3e ordre. j) Continuite´ sur de grandes distances des micromacles
(110) (fle`ches) le long des lamelles de 3e ordre. k-l) Granules.
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Ces quelques observations a` haute re´solution mettent en e´vidence certains caracte`res
fondamentaux du mode de cristallisation des coquilles des mollusques :
 Comme pour toute structure carbonate´e d’origine bioge´nique, les unite´s microstructu-
rales sont forme´es par l’assemblage de sous-unite´s granulaires et he´te´roge`nes. Il s’agit
de composites organo-mine´raux ovo¨ıdes, entoure´s d’un cortex riche en amorphe et/ou
mole´cules organiques. Le fort contraste de phase observe´ a` l’AFM en mode tapping cor-
respond principalement a` un contraste d’adhe´sion, qui implique dans notre interpre´tation
la pre´sence d’un mate´riau hydrophile.
 Lors de la cristallisation des prismes de Pinctada margaritifera juve´nile, la cohe´rence
cristallographique se transmet a` travers les granules pre´-existants dans les trois dimen-
sions de l’espace, et ce a` travers tout le prisme.
 Dans le cas de la couche lamellaire croise´e de Nerita undata, les micromacles (110)
sont interpre´te´es comme des macles de croissance. Elles permettent ainsi de suivre la
propagation de la cohe´rence cristallographique a` travers les granules, qui se trouve eˆtre
late´ralement limite´e aux lamelles de 3e ordre.
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1.3.3 Le roˆle des enveloppes
Le sche´ma ge´ne´ral qui semble se dessiner impliquerait un processus comportant (au moins)
deux e´tapes :
– La premie`re consiste en l’assemblage des sous-unite´s granulaires, porteuses du Ca sous la
forme d’une phase transitoire (suppose´e amorphe), s’accumulant au cours de chaque incre´ment
de croissance (Cuif et al., 2008a). Par l’interme´diaire du cryo-MEB, Suzuki et al. (2011b) ont
d’ailleurs mis en e´vidence la pre´sence d”un lit granulaire continu a` la surface de croissance
d’une couche lamellaire croise´e : cette observation pourrait correspondre au lit transitoire de
mine´ralisation, avant sa cristallisation. L’observation de ve´sicules contenant du Ca dans les
tissus mine´ralisants de scle´ractiniaires (Brahmi, 2011) ou de mollusques (Neff, 1972, et Istin et
Masoni, 1973, mettent assez toˆt en e´vidence la pre´sence de granules extra-cellulaires, denses
aux e´lectrons, dans l’e´pithelium de plusieurs bivalves), conforte par ailleurs l’existence d’un
me´canisme de transport. Le tissu mine´ralisant pourrait ainsi se´cre´ter des ve´sicules, ve´hiculant
le Ca dans un e´tat pre´curseur (amorphe ?), qui s’accumulerait sous cette forme dans le lit de
mine´ralisation avant de cristalliser.
– Dans un deuxie`me temps, un re´seau de connexions s’e´tablit entre les granules (qui n’ont pas
encore cristallise´) de´limitant ainsi des ensembles de granules connecte´s, ces ensembles restant
isole´s les uns des autres (tre`s probablement par des enveloppes ou ”mesh” organiques). Un
front de cristallisation peut alors se propager et provoquer la coalescence des granules au
sein de ces ensembles individuels et compartimente´s, qui formeront les unite´s cristallines
microstructurales.
Cette hypothe`se, largement simplifie´e, permet d’expliquer certaines caracte´ristiques :
– Pourquoi les micromacles (110) peuvent eˆtre parfaitement continues a` travers des granules
jointifs, et atteindre des dimensions importantes, supe´rieures a` celles des granules ou des
incre´ments de croissance.
– La taille et la forme des compartiments qui enferment les granules coalesce´s controˆlent direc-
tement la taille et la forme des domaines de cohe´rence. Ainsi dans le cas de Pinctada marga-
ritifera juve´nile, les granules sont connecte´s dans les trois dimensions de l’espace a` l’inte´rieur
de compartiments de grande taille qui correspondent a` la dimension des prismes : un front
de cristallisation unique peut ainsi se propager dans toutes les directions jusqu’aux bordures
du prisme, conduisant a` la formation d’un cristal pre´sentant une bonne cohe´rence cristalline
3D - ce qui explique le comportement optique monocristallin de ces prismes. Dans le cas de
la structure lamellaire croise´e de Nerita undata, la cristallisation est limite´e late´ralement aux
bordures des lamelles de 3e ordre : la taille du compartiment de´limitant les granules coalesce´s
en un cristal, qui pre´sente une ve´ritable cohe´rence cristallographique, est donc re´duite a` la
dimension d’une lamelle de 3e ordre dans le type microstructural lamellaire croise´.
Une tentative de sche´ma synthe´tique (Figure 34a) permet de visualiser les directions de propagation
de la cohe´rence par rapport a` la direction de croissance : la propagation late´rale de la cohe´rence
est partielle au sein des lamelles de 2e ordre, et ne percole pas entre ces dernie`res. Une tre`s bonne
conservation de la cohe´rence ne s’effectue ainsi que selon l’allongement des unite´s de 3e ordre,
mais peut eˆtre conserve´e a` travers plusieurs incre´ments de croissance. Sur une lame mince oriente´e
exactement selon l’allongement des lamelles de 3e ordre (Figure 34b-e), on peut suivre ces lamelles
sur plusieurs dizaines de microns - elles sont probablement continues sur toute l’e´paisseur de la
couche : tout comme dans les prismes de Pinctada margaritifera juve´nile, la cohe´rence cristalline
est ainsi capable de se propager sur de tre`s grandes distance, a` travers de nombreux incre´ments de
croissance, mais selon une unique direction de l’espace au sein de ces lamelles de 3e ordre.
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Figure 34 – Propagation de la cohe´rence cristalline. a) Repre´sentation sche´matique des direc-
tions de propagation de la cohe´rence cristallographique lors de la croissance des unite´s lamellaire-
croise´es. ”=” indique une tre`s bonne conservation de la cohe´rence, le long des unite´s de 3e ordre
(re´ve´le´e par la continuite´ des micromacles (110)). ”≈” indique une bonne conservation de la
cohe´rence, mais avec quelques faibles variation des orientation cristallographiques, au sein des
unite´s de 2e ordre. ”X” indique une de´sorientation entre les unite´ de 2e ordre. b-e) Lames minces
fines (˜10 µm) d’une section de Nerita sp. pseudo-radiale, dans une orientation permettant de
suivre les unite´s de 3e ordre dans leur longueur, qui apparaissent continues sur de grandes dis-
tances (plusieurs microns). b-c) Initiation des lamelles de 3e ordre a` la transition calcite (a` droite)
→ aragonite (a` gauche). d-e) Continuite´ des lamelles de 3e ordre.
Ces observations sont a` corre´ler avec la pre´sence de compose´s organiques : leurs assemblages en
re´seaux compartimentant les diffe´rentes unite´s microstructurales serviraient de limites late´rales
contraignant la propagation de la cristallisation - offrant ainsi le moyen d’un controˆle direct sur la
taille et disposition des unite´s microstructurales. Dans le cas de la couche externe de la coquille de
Pinctada margaritifera juve´nile, ces mole´cules forment des enveloppes interprismatiques e´paisses
et continues isolant les prismes (cf section 1.2.3 page 36) ; leur proximite´ semble inhiber la
propagation de la cristallisation, ce qui cre´e´ ainsi un front de cristallisation arreˆte´ a` son contact
(Figure 27e). Mais dans le cas de Nerita undata, les granules ne sont que partiellement connecte´s,
ce qui conduit a` une propagation anisotropique de la cohe´rence.
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On peut trouver dans la litte´rature quelques re´fe´rences citant la pre´sence d’enveloppes orga-
niques subdivisant les lamelles de 1er ordre (Kobayashi, 2004), notamment chez certains bivalves :
Hippopus hippopus (Veneroida, Tridacnidae) (Taylor et al., 1969), Glycymeris albolineata (Pte-
riomorpha, Glycymerididae), Clinocardium californiense (Veneroida, Cardiidae) ou Corbicula
japonica (Veneroidea, Corbiculidae) (Uozumi et al., 1971). Bøggild (1930), de´ja`, suspectait leur
pre´sence, sans pouvoir pousser ses investigations plus avant. Les observations MET re´alise´es
par Uozumi et al. (1971) sont en fait les premie`res a` apporter de solides preuves de leurs exis-
tence : ces auteurs ont totalement de´calcifie´ puis colore´ a` l’OsO4 des lames minces de couches
lamellaires croise´es, re´ve´lant un re´seau d’enveloppes organiques a` priori continues (Figure 35a-d),
qu’il est cependant difficile de corre´ler avec la microstructure, les unite´s cristallines ayant disparu.
Extreˆmement fines, ces enveloppes peuvent facilement passer inaperc¸ues sans traitement ade´quat
pour les re´ve´ler, et certains auteurs signalent leur absence, comme dans le cas du gaste´ropode
Lottia kogamogai (Patellogastropoda, Lottiidae) (Suzuki et al., 2010).
Figure 35 – Membranes organiques de couches lamellaire-croise´es entie`rement de´mine´ralise´es,
colore´es et observe´es au MET (travaux de Uozumi et al., 1971). a-c) Corbicula japonica. d)
Clinocardium californiense.
Nos observations, re´alise´es sur des e´chantillons qui n’ont pas subi une de´calcification totale,
ont l’avantage de permettre de localiser pre´cise´ment ces enveloppes par rapport a` l’organisation
microstructurale, meˆme si leur de´tection s’ave`re un peu plus de´licate. Ainsi, si l’on arrive a`
mettre en e´vidence la pre´sence d’un film continu pre´sentant un contraste de phase entre les
lamelles de 2e ordre a` l’AFM (mode tapping, figures 29h, i) et un fort contraste d’adhe´sion entre
les lamelles de 3e ordre (mode QNM, figures 31d, f), on ne les observe qu’indirectement au MET :
leur pre´sence n’est trahie que par l’apparition progressive de bulles sous le faisceau, issues de la
de´stabilisation des mole´cules les constituant, situe´es aux limites entre lamelles du 2e et du 3e
ordre. Nous pouvons ainsi pre´ciser la position de ce tramage organique : il existe des enveloppes
continues de´limitant les lamelles de 2e ordre, et d’autres situe´es entre les lamelles de 3e ordre.
Si l’on ne peut, a` cette e´chelle, mettre en e´vidence une diffe´rence de compositions biochimiques
entre ces deux types de films mole´culaires, nous pouvons les diffe´rencier de par leur influence
sur la propagation de la cohe´rence cristalline : les enveloppes entre lamelles de 2e ordre isolent
totalement ces dernie`res les unes des autres, alors que le front de cristallisation semble pouvoir
partiellement percoler late´ralement entre lamelles de 3e ordre, au sein de ces compartiments
isole´s.
..Chapitre II
Variabilite´s spe´cifiques
Variabilite´s spe´cifiques
Les caracte´ristiques fondamentales des microstructures entrecroise´es sont tre`s similaires au sein
des diffe´rentes familles de mollusques (Bøggild, 1930; Taylor et al., 1969; McClintock, 1967), a` tel
point qu’il est souvent impossible de discriminer les classes ou familles des taxons a` partir des
seules observations microstructurales de ces couches. Au dela` de ces caracte´ristiques communes,
il existe une incroyable variabilite´ des dimensions, morphologies et arrangements des diffe´rentes
unite´s dans les coquilles de chaque taxon, ainsi que de leurs compositions biochimiques (Dauphin
et Denis, 2000) : une analyse a` fine e´chelle est donc essentielle, afin de pouvoir discriminer les
facteurs partage´s par les classes pre´sentant ces types structuraux, qui sugge`rent des me´canismes
de cristallisation communs, des variabilite´s de´veloppe´es par chaque famille.
Ce chapitre consiste donc en quelques exemples, de´veloppe´s chacun suivant l’approche et la
me´thodologie e´tablies au cours du pre´ce´dent chapitre. Un rapide survol de coquilles de Cardium,
Murex et Cypraea permettra dans un premier temps de de´gager les principales caracte´ristiques
des arrangements lamellaire-croise´s des bivalves et gaste´ropodes ; des investigations plus focalise´es
sur des coquilles de Megathura, Tridacna et Patella, fourniront l’occasion de de´terminer des ca-
racte´ristiques communes, mais aussi d’illustrer quelques spe´cificite´s taxonomiques. Un dernier cas
(Patella vulgata) nous fournira ensuite l’occasion d’une comparaison avec la microstructure folie´e-
croise´e, variante calcitique de la microstructure lamellaire croise´e quasiment exclusive de cette
famille.
Un troisie`me type existe, la microstructure lamellaire croise´e complexe, caracte´rise´e par l’ab-
sence de lamelles de 1er ordre : cette structure est constitue´e d’un encheveˆtrement de´sordonne´
de lits du 2e ordre (Taylor et al., 1969). Ce type microstructural est fre´quent, formant souvent
une couche interne fine dans les coquilles de lamellibranches et gaste´ropodes, mais son e´tude est
rendue tre`s complexe par la pre´sence presque syste´matique d’inter-lits prismatiques ou de couches
myostracales tre`s fins, et nous ne l’aborderons pas. Il reste ne´anmoins inte´ressant de noter que
l’absence de de´limitation late´rale qui formerait les lamelles de 1er ordre est assez cohe´rente avec
notre the´orie de compartimentation de´veloppe´e au cours du pre´ce´dent chapitre : elle pourrait eˆtre
directement corre´le´e a` l’absence d’enveloppes ou ”patchs” organiques structurants de´limitant les
unite´s du 1er ordre.
Figure 36 – Classification des taxons e´tudie´s.
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2.1 Microstructure lamellaire croise´e
Quelques tendances ge´ne´rales semblent se dessiner dans les organisations et morphologies des
couches lamellaires croise´es entre diffe´rents taxons : chez les gaste´ropodes, par exemple, les lamelles
de 1er ordre posse`dent le plus souvent des limites assez rectilignes et paralle`les, alors que ces lamelles
sont ge´ne´ralement plus branchues et moins re´gulie`res chez les bivalves (Bøggild, 1930). Chez ces
derniers, les lamelles de 1er ordre sont fre´quemment d’orientation concentrique (mais on les trouve
aussi en orientation longitudinale) (Bøggild, 1930), alors que les coquilles de gaste´ropodes posse`dent
ge´ne´ralement 3 couches, dont les couches internes et externes sont d’orientation transverse et la
couche moyenne d’orientation longitudinale.
Comme pre´cise´ plus haut, il ne s’agit la` que de ”tendances”, qui comportent de nombreuses ex-
ceptions. La notion de ”couche” est aussi quelque peu ambigu¨e lorsque l’on conside`re un ensemble
forme´ par la meˆme microstructure : comme nous le verrons, elles consistent souvent simplement
en la rotation des orientations des lamelles de 1er ordre, parfois progressive, parfois abrupte, entre
deux couches. Ce dernier point est source de confusion : certains auteurs conside`rent comme couche
unique, un ensemble dans lequel les lamelles changent progressivement d’orientation (exemple de
Tridacna, tel que de´crit par Bøggild, 1930), quand d’autres pre´fe`rent distinguer deux ensembles
(exemple de la description des couches m+3 et m+2 de Patella vulgata par McClintock, 1967).
Compare´ a` la transition entre deux couches distinctes, comme chez Nerita, il n’y a donc pas dans
ces cas de se´quence de transition et cre´ation de nouvelles unite´s structurales (couche d’accom-
modation, initiation de nouvelles orientations, etc.), mais la simple rotation d’unite´s structurales
pre´-existantes. Ce point e´tabli, nous distinguerons cependant dans un souci de pre´cision les couches
pre´sentant des orientations diverses.
2.1.1 Organisations microstructurales des coquilles
Cardium sp.
La coquille de ce Cardiidae constitue l’exemple typique d’une organisation architecturale qui
peut rapidement devenir complexe. La couche formant l’inte´rieur de la coquille (de´limite´e par
la ligne palle´ale) est de type lamellaire croise´ complexe, de´crite comme comportant des interlits
prismatiques abondants (Bøggild, 1930), associe´s a` des lentilles de couches myostracales (Taylor
et al., 1973) qui rendent son architecture tridimensionnelle complexe a` interpre´ter.
La couche externe, qui forme l’inte´gralite´ de la bordure externe, est de type lamellaire croise´
concentrique ; mais les circonvolutions de la surface de croissance lorsque celle-ci dessine les coˆtes
externes peut conduire a` un motif complexe des lamelles de 1er ordre (Taylor et al., 1973), for-
mant ainsi une apparente couche externe ”en plumes prismatiques” qui n’est en re´alite´ que le
prolongement des unite´s lamellaires croise´es constituant la couche sous-jacente (Bøggild, 1930).
Malgre´ cette apparente complexite´, on reconnait pourtant les motifs de la microstructure lamel-
laire croise´e, comme ici en coupes transversale (Figure 37a-e) et radiale (Figure 37f-h) de la couche
externe au niveau de la bordure. Les coupes ayant subi de le´ge`res attaques acides re´ve`lent ainsi la
striation de croissance et les classiques unite´s de 1er ordre orthogonales a` cette dernie`re (Figure
37c-d ;f). Aux limites entre lamelles du 1er ordre, on retrouve les interpe´ne´trations irre´gulie`res des
lits du 2e ordre entre les lamelles (Figure 37e) ; les contours ondule´s des unite´s de 2e ordre sont
la` encore bien visibles (Figure 37e,h). Et, comme on l’observe sur une cassure fraiche selon la
surface d’une lamelle de 2e ordre (Figure 37i), ces circonvolutions forment aussi les limites entre
unite´s du 3e ordre, e´pousant le contour des granules qu’elles re´ve`lent ainsi indirectement (Figure
37j). Les observations AFM confirment la` encore la pre´sence de granules ovo¨ıdes formant les unite´s
structurales de base (Figure 37k-m).
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Figure 37 – Couche externe de Cardium sp. a) Vue macroscopique d’une coquille. b-j) Vues MEB.
b-f) Coupe transverse au niveau d’une coˆte, ayant subi une le´ge`re attaque acide (HCl 0.1% v/v, 20
sec) re´ve´lant la striation de croissance (fle`ches vertes) et les unite´s de 1er ordre (*). e) Composition
granulaire au sein des lits de 2e/3e ordre et interpe´ne´tration irre´gulie`re des lits de 2e ordre entre
deux lamelles de 1er ordre. f) section radiale ayant subi une le´ge`re attaque acide (Acide formique
0.1% v/v + glutaralde´hyde 3% v/v, 10 sec) re´ve´lant la striation de croissance (fle`ches vertes) et les
unite´s de 1er ordre (*). g) Alternance d’orientations des lamelles de 3e ordre. h) Nature granulaire
des lits de 3e ordre. i-j) Vues MEB d’une fracture ancienne, casse´e suivant la surface d’une lamelle
de 2e ordre. j) Morphologie arrondie des limites entre unite´s de 3e ordre, re´ve´lant la forme des
granules. k-m) Images AFM (mode tapping). k) Image de topographie des unite´s de 3e ordre. l-m)
Composition granulaire (fle`ches jaunes).
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Cypraea leviathan et Murex sp.
Ces deux exemples illustrent l’architecture tre`s classique, que l’on retrouve dans une grande
partie des coquilles des gaste´ropodes. Le changement rapide des directions des lamelles de 1er ordre
(qui restent pourtant en continuite´) formant l’inte´gralite´ de l’e´paisseur de la coquille divise celle-ci
en trois couches (Bøggild, 1930) : on observe ainsi en bordures de croissance (Figures 38a et 39a),
une couche externe d’orientation transversale, une couche moyenne d’orientation longitudinale
et une couche interne d’orientation transversale, aise´ment distinguables sur une simple cassure
radiale (Figures 38b et 39b). Bøggild (1930) rapporte la pre´sence d’une couche externe lamellaire
extreˆmement fine chez certaines espe`ces de Muricidae, souvent partiellement e´rode´e, que nous
n’avons pu observer.
Les lamelles de 1er ordre des couches internes et externes sont rectilignes, de dimensions com-
parables a` celles de Nerita (Figures 38c-d et 39c et g) ; les unite´s de 3e ordre y sont tre`s fines,
assez rectilignes et pre´sentent elles encore un contour ondule´ (Figures 38h et 39f et h) qui re´ve`le
le contour des granules qui les constituent. L’orientation de la couche moyenne re´ve`le aussi, sur
ces cassures, les interpe´ne´trations irre´gulie`res des lits du 2e ordre entre deux lamelles de 1er ordre
(Figure 38g).
La premie`re conclusion que nous pouvons tirer de ces trois exemples est e´vidente : malgre´
des organisations qui peuvent devenir rapidement complexes, souvent structure´es en plu-
sieurs couches d’orientations variables, la microstructure lamellaire croise´e se re´sume tou-
jours, a` e´chelle submicrome´trique, a` des unite´s de 3e ordre compose´es par l’assemblage
de granules ovo¨ıdes.
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Figure 38 – Cypraea leviathan. a) Vue macroscopique d’une coquille. b-h) Vues MEB d’une
cassure fraiche en section radiale. c) Dans la couche interne, ou` la cassure re´ve`le les unite´s de
1er ordre (c) et (d) ainsi que les lamelles de 3e ordre qui les composent (e). f-g) Dans la couche
interme´diaire. g) interpe´ne´tration irre´gulie`re des lits de 2e ordre entre deux lamelles de 1er ordre.
h) Composition granulaire au sein des lamelles de 3e ordre. i-k) Images AFM (mode tapping).
i) Image de topographie des unite´s de 3e ordre. j-k) Composition granulaire (fle`ches jaunes) des
unite´s de 3e ordre.
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Figure 39 – Murex sp. a) Vue macroscopique d’une coquille. b-i) Vues MEB d’une fracture fraiche
en section radiale. c-d) Couche externe. c) Lamelles de 1er ordre. d) Unite´s de 3e ordre constituant
les lits de 2e ordre. e-f) Couche interme´diaire. e) Lamelles de 1er ordre. f) Lamelles de 3e ordre.
g-h) Couche interne. g) Lamelles de 1er ordre. h) Lamelles de 3e ordre. i-k) Images AFM (mode
tapping). i) Image de topographie. j-k) Images de phases montrant la composition granulaire (fle`che
jaune).
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Megathura crenulata
Les coquilles des Fissurellidae sont de´crites par Bøggild (1930) comme constitue´es d’une unique
couche lamellaire croise´e en orientation transversale. Chez Megathura crenulata (Vetigastropoda,
Fissurellidae) (Figure 40a-b), nous avons distingue´ deux couches, l’orientation des unite´s de 1er
ordre subissant en effet une rotation progressive entre les couches externe (direction presque hori-
zontale) et interne, ou` elles finissent pratiquement verticales (Figure 40e). Dans la couche interne,
l’extinction synchrone une lamelle de 1er ordre sur deux en LPA (Figure 40c-d) confirme, comme
dans le cas de Nerita, le changement alternatif des orientations des unite´s constituant les lamelles
de 1er ordre typique de cette organisation microstructurale. Les limites entres lamelles du 1er ordre
sont dans cette couche pratiquement rectilignes et paralle`les (Figure 40e-g) et les lamelles de 3e
ordre qui les composent sont similaires a` celles observe´es chez Nerita, le´ge`rement ondulantes et aux
bordures arrondies (Figure 40h-j). De meˆme, les limites entre lamelles de 1er ordre sont marque´es
par des ponctuations irre´gulie`res (contraste noir en BSE sur surface polie, figure 40k-l).
Au MET, les unite´s de 3e ordre sont la` aussi de tailles et conformations comparables a` la
couche interne de Nerita (Figure 41a-b). Les plans des micromacles (110) suivent la bordure ar-
rondie des lamelles (Figure 41c), et une diffraction localise´e dans une unique lamelle de 3e ordre
pre´sente un cliche´ typique d’un monocristal macle´ (Figure 41d). A noter cependant la pre´sence
de fibrilles organiques, de´tecte´es de fac¸on indirecte par la porosite´ qu’elles ont imprime´e dans le
cristal, en quantite´s relativement importantes, et qui semblent continues a` travers plusieurs unite´s
microstructurales (fle`ches jaunes dans les figures 41a, b, e, f) ; de tels motifs n’ont e´te´ de´tecte´s que
dans la couche externe de Megathura crenulata et semblent spe´cifiques de ce taxon. La pre´sence de
granules ovo¨ıdes formant les unite´s structurales de base est elle aussi confirme´e au MET (Figure
41g) et a` l’AFM (Figure 41h-j).
En microscopie sur surface polie non-traite´e, on ne de´tecte pas de variation flagrante de la
fluorescence naturelle entre la couche interne et la couche externe (Figure 42a) ; mais lors de tests
de coloration a` l’acridine orange (Figure 42b), la couche interne n’est presque pas colore´e, alors
que la coloration de la couche externe dans des teintes orange-vert de´noterait (cf. 1.2.2) la pre´sence
de compose´s pre´sentant des sites actifs libres et charge´s ne´gativement (glycoprote´ines ? - Brandes
et Reale, 1990). De meˆme, les colorations au citrate de Pb / ace´tate d’uranyle ne marquent que
la couche externe (Figure 42c-f), confirmant que cette dernie`re semble enrichie en compose´s orga-
niques ; a` titre de comparaison, ces colorations, teste´es sur d’autres couches lamellaires croise´es,
n’ont que tre`s peu ou pas marque´ la coquille. Ces observations sont assez cohe´rentes avec l’obser-
vation des fibrilles organiques de´crites pre´ce´demment, en quantite´s non-ne´gligeables, au sein des
unite´s de 3e ordre (Figure 41a, b, e, f). Cette forte teneur en phase organique de la couche lamel-
laire croise´e externe semble ainsi constituer une spe´cificite´ de Megathura, et confirme au passage
qu’il est judicieux de distinguer les couches interne et externe.
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Figure 40 – Megathura crenulata. Organisation microstructurale. a) Vue macroscopique d’une
coquille. b-d) Lame mince fine d’une section radiale (˜10 µm) observe´e en LPA. b) Section totale.
c-d) Structure lamellaire croise´e de la couche interne. Les ”I” marquent les lamelles de 1er ordre.
e-l) Vues MEB. e) Transition entre les couches lamellaires croise´es interne et externe, re´ve´le´e par
le´ge`re attaque acide (HCl, 1% v/v, 15 sec). f) Lamelles de 1er ordre, re´ve´le´es par le´ge`re attaque
acide (HCl, 1% v/v, 15 sec). g-i) Cassure fraiche de la couche interne, re´ve´lant les lamelles de 1er
ordre, marque´es par les ”I”. j) Cassure fraiche de la couche interne, re´ve´lant les unite´s de 3e ordre
(fle`che jaune) au sein d’une lamelle de 2e ordre. k) Surface polie (non attaque´e) observe´e avec
de´tecteur BSE. l) une surface e´quivalente en e´lectrons secondaires, ayant subi une le´ge`re attaque
(HCl, 1% v/v, 15 sec)
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Figure 41 – Megathura crenulata. AFM-MET. a-b) Vue MET des unite´s de 3e ordre, traverse´es
par un re´seau de fibrilles ondule´es (marque´es par les fle`ches jaunes), dans la couche externe. c)
Micromacles (110). L’arreˆt des plans de macle trace la bordure de la lamelle de 3e ordre. Le cercle
rouge marque la zone de diffraction se´lectionne´e (SAED) dans une lamelle de 3e ordre (couche
externe). d) Cliche´ de diffraction localise´ en (c), caracte´ristique d’un monocristal macle´. e-f) Zoom
sur les fibrilles, qui pre´sentent un contraste clair qui correspond a` une porosite´ intracristalline
re´siduelle causant une lacune de diffraction (couche externe). g) Granules (fle`che jaune). h-j)
Vues AFM (mode tapping) dans la couche interne. h) Image de topographie des unite´s de 3e
ordre. i-j) Image de phase re´ve´lant les granules (fle`che jaune).
En microscopie confocale Raman, l’alternance d’orientations permet de localiser aise´ment les
lamelles de 1er ordre, et la porosite´ marquant leurs limites (Figure 42g). Sur les spectres, on
peut noter la pre´sence de deux se´ries de bandes organiques, respectivement entre 3200 cm−1
et 3600 cm−1 et entre 2950 cm−1 et 3000 cm−1 (Figure 42h) : les bandes entre 3200 cm−1 et
3600 cm−1 pourraient correspondre aux vibrations de groupements amides, tre`s probablement
les vibrations en e´longation de leurs liaisons N-H (Puranik et Ramiah, 1961). Les bandes entre
2950 cm−1 et 3000 cm−1 correspondent aux vibrations en e´longation des liaisons -CH. Ces deux
se´ries de bandes sont anti-localise´es (Figure 42i-k) : les liaisons N-H sont de´tecte´es au cœur des
lamelles de 1er ordre (Figure 42i), alors que, tout comme dans la couche interne de Nerita, les
mole´cules contenant des liaisons -CH sont de´tecte´es dans les ponctuations aux limites des lamelles
de 1er ordre (Figure 42j), formant la` aussi des enveloppes ou patchs organiques (probablement
lipidiques) discontinus de´limitant ces dernie`res.
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Figure 42 – Megathura crenulata. Distribution de la phase organique. a) section radiale observe´e
en microscopie d’e´pifluorescence. b) Meˆme section apre`s coloration a` l’acridine orange. c-f) Co-
loration au citrate de Pb / ace´tate d’uranyle, observations MEB (surface polie, de´tecteur BSE).
c) Couches externe (colore´e) et interne (non colore´e). e-f) Zoom dans la couche externe, dont
la coloration marque les stries de croissance et quelques lamelles de 1er ordre. g-k) Microscopie
confocale Raman. g) Carte du ratio des pics Ta/La re´ve´lant les lamelles de 1
er ordre. h) Spectres
Raman issus des zones localise´es en bordure (courbe rouge) et au centre (courbe verte) des la-
melles de 1er ordre. i) Carte de distribution des bandes comprises entre 3200 cm−1 et 3600 cm−1
(plage bleue sur la figure h) j) Carte de distribution des bandes comprises entre 2950 cm−1 et
3000 cm−1 (plage bleue sur la figure h). k) Carte composite en fausses couleurs de i (rose) et j
(bleu).
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Tridacna sp.
Tout comme les Fissurellidae, les coquilles de Tridacnidae sont de´crites par Bøggild (1930)
comme constitue´es d’une unique couche lamellaire croise´e concentrique, les lamelles de 1er ordre
changeant progressivement d’orientation et finissant presque verticales a` proximite´ de la surface
interne (Figure 43b) : il peut donc eˆtre la` aussi judicieux de dissocier deux couches. Taylor et al.
(1973) notent de plus la pre´sence d’une couche plus interne lamellaire croise´e complexe, entrelace´e
d’inter-lits de couches myostracales et prismatiques : celle-ci n’est pre´sente qu’en position centrale
dans la valve et a` proximite´ de la charnie`re, et n’est donc pas visible en bordure de croissance
(Figure 43a-b).
La striation de croissance est visible a` la fois dans les couches externe (Figure 43b-e) et interne
(Figure 43f-j), et l’on observe classiquement l’extinction synchrone une lamelle de 1er ordre sur
deux en LPA (Figure 43g). Les limites entre lamelles du 1er ordre sont, dans la couche externe,
parfois tortueuses, et les lamelles plus branchues (Figure 43b, e). Elles deviennent un peu plus
rectilignes dans la couche interne (Figure 43g-i), ou` elles peuvent ne´anmoins eˆtre parfois aussi
sinueuses (Figure 43h-j). A plus fine e´chelle, une le´ge`re attaque me´nage´e permet de re´ve´ler, comme
dans les cas pre´ce´dents, le contour arrondi des unite´s de 2e/3e ordre (Figure 43k).
Les observations MET mettent en e´vidence, comme chez Nerita, la pre´sence de compose´s orga-
niques entre les lamelles de 2e ordre, par l’interme´diaire des bulles issues de leurs de´stabilisation
sous le faisceau (Figure 44a), ainsi que les granules ovo¨ıdes qui constituent les unite´s de 3e ordre
(Figure 44b). Les limites des micromacles (110) e´pousent, la` aussi, le contour arrondi des lamelles
de 3e ordre (fle`ches jaunes, figures 44c-d), qui correspondent a` la morphologie des granules ; on peut
de plus constater la pre´sence d’un fin tramage organique aux limites entre deux unite´s de 3e ordre
(fle`che rouge, figure 44d). Les observations AFM confirment la composition granulaire des lamelles
(Figure 44e-g). A haute re´solution, la pre´sence de de´fauts atomiques ponctuels (rares) et de de´fauts
plans (fre´quents) alte´rant la maille cristallographique (Figure 44i-j) est peut eˆtre corre´lable a` la
pre´sence de compose´s organiques, pris dans le mine´ral et causant des interactions/de´formations a`
fine e´chelle. Les unite´s de 3e ordre sont relativement longues et e´troites, aux contours tre`s irre´guliers
(Figure 44k-l) ; elles pre´sentent une parfaite conservation de la cohe´rence cristallographique en leur
sein, comme le confirment la continuite´ des plans de micromacle (110) et cliche´s de diffraction
localise´s (Figure 44k). Cette cohe´rence n’est pas conserve´e late´ralement entre unite´s du 3e ordre
appartenant a` des lits diffe´rents du 2e ordre (non correspondance du motif de macles, figure 44k),
meˆme si leurs de´sorientation reste faible (Figure 44l). L’observation fine du contact entre deux
lamelles de 3e ordre au sein d’une meˆme lamelle de 2e ordre (Figure 44m-o) met en e´vidence
une transmission partielle de la cohe´rence dans les lits de 2e ordre : certains plans de macle se
transmettent late´ralement (fle`ches jaunes), mais d’autres sont bloque´s (fle`ches rouges). Dans la
figure 44o, les plans d’atomes du motif de l’aragonite sont visibles dans la lamelle de gauche, ce
qui re´ve`le la parfaite superposition des atomes sur l’e´paisseur de la pre´paration (nous les voyons,
pour rappel, en transmission) ; or, on ne discerne pas ces plans dans la lamelle de droite, qui reste
floue (les atomes ne sont plus parfaitement aligne´s) : cette observation confirme une tre`s le´ge`re
de´sorientation de la maille entre unite´s de 3e ordre successives au sein d’une meˆme lamelle de 2e
ordre.
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Figure 43 – Tridacna sp. Microstructure. a) Vue macroscopique d’une coquille. b) Lame mince fine
d’une section radiale (˜10 µm) observe´e en LPA a` proximite´ de la surface interne. c-e) Vues MEB
d’une section radiale ayant subi une le´ge`re attaque acide (HCl 1% v/v, 10 sec). d-e) Zoom dans la
couche externe, ou` l’attaque acide re´ve`le la striation de croissance (fle`ches jaunes). f-h) Lame mince
fines en LPA. f) montrant les stries de croissance (fle`ches jaunes) perpendiculaires aux lamelles
de 1er ordre (marque´es d’un ”I”). g) extinction synchrone d’une lamelle de 1er ordre sur deux. h)
Zoom re´ve´lant l’alternance des lits de 2e ordre. i-k) Vues MEB d’une section radiale ayant subi
une tre`s le´ge`re attaque acide (HCl 0.1% v/v, 20 sec), re´ve´lant a` la fois stries de croissance (fle`ches
jaunes) et lamelles de 1er ordre (marque´es d’un ”I”). k) Zoom montrant la nature granulaire des
lamelles de 3e ordre.
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Figure 44 – Tridacna sp. AFM-TEM. a) Vue MET des lamelles de 2e ordre ; leurs limites sont
marque´es par des bulles issues de la de´stabilisation de compose´s organiques. b) Granules fusionne´s
(fle`che jaune) formant les unite´s de 3e ordre. c-d) Limite entre deux lamelles de 3e ordre : les
micromacles (110) se terminent en e´pousant la conformation ovo¨ıde des granules a` la limite entre
deux lamelles (fle`ches jaunes). Un fin maillage de fibrilles organiques a` la limite entre deux lamelles
est rendu visible par la porosite´ re´siduelle qu’il laisse dans le cristal (fle`che rouge). e-g) Images
AFM (mode tapping). Images de topographie (e) et de phase (f) des lamelles de 2e ordre. g) Image
de phase re´ve´lant la composition granulaire. h-j) Images haute re´solution (METHR) de la maille
cristalline et cliche´ de diffraction monocristallin correspondant (h). On note la pre´sence de de´fauts
localise´s ponctuels (i) et plans (j) des plans d’atomes. k) Section de deux lamelles de 3e ordre,
chacune parfaitement cohe´rente (continuite´ des plans de macle) et cliche´ de diffraction typique
d’un monocristal macle´ dans une lamelle. Si elles partagent la meˆme orientation (direction des
macles identique), elles ne sont pas en cohe´rence cristallographique (motifs de macles diffe´rents). l)
de´sorientation entre lamelles de 3e ordre dans des unite´s de 2e ordre distinctes. m-o) Propagation
partielle de certains plans de macles (110) (fle`ches jaunes) entre deux lamelles de 3e ordre au sein
d’une lamelle de 2e ordre, alors que d’autres macles ne se propagent pas (fle`ches rouges).
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Patella vulgata
L’organisation structurale de Patella vulgata sera pre´sente´e plus en de´tails section 2.2.1 (page
76), de´die´e a` l’e´tude des couches folie´es croise´es spe´cifiques de ce taxon ; nous pre´sentons ne´anmoins
ici rapidement, a` titre comparatif, les observations MET re´alise´es dans une couche lamellaire croise´e
(couche m+1) de cette coquille.
Tout comme dans les cas pre´ce´dents, la pre´sence de compose´s organiques est re´ve´le´e par l’in-
terme´diaire des bulles (Figure 45a), entre les lamelles de 2e ordre, qui sont par ailleurs fortement
de´soriente´es l’une par rapport a` l’autre (Figure 45b). Mais la morphologie des unite´s de 3e ordre
est ici spe´cifique du taxon : bien qu’aux contours arrondis, leur section est par endroits rectan-
gulaire/carre´e (Figure 45c-d), contrastant fortement avec les morphologies plus irre´gulie`res de ces
unite´s vues pre´ce´demment (beaucoup plus irre´gulie`res dans le cas de Tridacna).
On remarquera, la` encore, la porosite´ re´siduelle marquant les ponctuations aux limites entre la-
melles de 1er ordre, entre lesquelles les lits de 2e ordre se chevauchent irre´gulie`rement entre lamelles
de 1er ordre (Figure 45e). En certains endroits, qui semblent co¨ıncider avec des enrichissements
locaux en phase organique, les granules sont particulie`rement visibles, perturbant l’organisation
microstructurale auparavant re´gulie`re, si bien que l’on ne la distingue plus que par l’interme´diaire
des micromacles (110) (Figure 45f-g). Par moment, on ne distingue plus qu’un ensemble indistinct
de granules coalesce´s, traverse´s par un maclage extreˆmement dense (Figure 45h). En vues haute
re´solution (METHR) (Figure 45i-k), ces micromacles (110) ne se re´sument parfois plus qu’a` des
fautes d’empilement e´paisses de seulement quelques range´es d’atomes (”*” sur la figure 45k). Une
telle densite´ peut eˆtre indicative d’e´le´ments perturbant la cristallisation lors de la propagation du
front de cristallisation, et serait cohe´rente avec un enrichissement local en phase organique, incluse
dans le cristal a` fine e´chelle.
Ces observations confirment ainsi certaines des observations re´alise´es dans la coquille
de Nerita : les lits du 2e ordre ne sont jamais en cohe´rence cristallographique (meˆme si
dans certains cas, comme pour Tridacna, les de´sorientations restent faibles). Au sein d’un
meˆme lit du 2e ordre, en revanche, il existe une transmission partielle de la cohe´rence entre
les lamelles de 3e ordre : ceci confirme la nature fondamentalement diffe´rente des deux
types d’enveloppes qui se´parent respectivement les unite´s de 2e et 3e ordre, les premie`res
formant des compartiments clos alors que les deuxie`mes permettent une propagation
late´rale partielle de la cohe´rence.
Ces observations confirment aussi la pre´sence d’une ponctuation irre´gulie`re entre les
unite´s de 1er ordre, ainsi que des interpe´ne´trations partielles des lits de 2e ordre entre
deux lamelles de 1er ordre jointives. Dans le cas de Megathura, nous avons en outre pu
confirmer la pre´sence de compose´s organiques contenant des groupements -CH dans ces
ponctuations, comme dans les coquilles de Nerita. Ces re´sultats laissent supposer que la
mauvaise de´limitation late´rale des unite´s de 1er ordre constitue un caracte`re ge´ne´ral de
la microstructure lamellaire croise´e.
Outre la grande variabilite´ des architectures constate´e (orientations, nombre de couches
etc.), on remarque qu’il peut exister aussi une variabilite´ spe´cifique a` fine e´chelle : ainsi,
la couche externe de Megathura est particulie`rement riche en compose´s organiques, et
pre´sente par ailleurs un re´seau de fibrilles incluses dans les lamelles de 3e ordre que l’on
n’a retrouve´ chez aucune autre espe`ce. De meˆme, il existe une varie´te´ morphologique des
unite´s de 3e ordre (particulie`rement flagrante entre Tridacna et Patella), ainsi qu’une
variation notable des densite´s de maclage (110) entre les espe`ces.
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Figure 45 – Couche lamellaire croise´e (m+1, cf section 2.2.1 page 76) de Patella vulgata observe´e
au MET. a) Vue des lamelles de 2e ordre, dont les limites sont marque´es par la pre´sence de
bulles re´sultant de la de´stabilisation de compose´s organiques. b) Cliche´ de diffraction localise´e sur
plusieurs lamelles de 2e ordre, montrant un motif polycristallin. c) Section des lamelles de 3e ordre,
de morphologie carre´e-arrondie. d) les micromacles (110) se terminent en e´pousant la conformation
ovo¨ıde des granules a` la limite d’une lamelle de 3e ordre (fle`che jaune). e) Contact entre deux
lamelles de 1er ordre, pre´sentant une porosite´ re´siduelle entre les ponctuations (fle`che jaune),
ainsi que des inter-pe´ne´trations des lits de 2e ordre entre les lamelles de 1er ordre. f-g) Granules
constituant les unite´s de 3e ordre. h) Micromaclage abondant traversant des ensembles de granules
coalesce´s. i-k) Vues haute re´solution (METHR) des micromacles (110). k) Zoom permettant de
visualiser l’alternance des orientations des plans d’atomes pour chaque famille (1 et 2) de macles.
L”’*” marque une faute d’empilement.
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2.1.2 Extractions de la matrice organique
Les caracte´risations organiques in-situ, si elles ont permis de pre´ciser les relations entre phases
mine´rales et certains compose´s organiques et mettre ainsi en lumie`re certains me´canismes cle´s,
ne donnent en revanche qu’un aperc¸u des compositions organiques des coquilles. La microspec-
troscopie Raman en constitue un bon exemple : cette technique, qui a permis de caracte´riser
spe´cifiquement et de localiser des mole´cules polye´niques, et pre´ciser ainsi la forte spe´cialisation
spatiale du manteau chez Nerita, ne peut rendre compte de la diversite´ des mole´cules pre´sentes
et qui restent inde´celables par son seul interme´diaire.
Afin de pouvoir illustrer la variation des compositions organiques de couches microstructura-
lement identiques, nous avons donc re´alise´ des extractions de la totalite´ de la phase organique par
de´calcification, suivant le protocole de´crit section 5.2.5 (page 131). Les fractions solubles (MOS)
et insolubles (MOI) sont analyse´es se´pare´ment par chromatographie et spectroscopie infrarouge.
Note : La complexite´ architecturale de certaines de ces coquilles rend toute analyse couche
par couche illusoire : dans la majorite´ des cas, il est impossible de les se´parer proprement, aussi
les analyses sont re´alise´es en broyant la totalite´ des couches lamellaires croise´es. Ceci n’est pas
sans conse´quence : comme nous avons pu le voir dans le cas de Megathura crenulata, deux couches
lamellaires croise´es diffe´rentes n’ont pas force´ment une composition biochimique identique (qua-
litativement et/ou quantitativement).
Dans le cas de la coquille des Nerita, il a fallu e´liminer la couche calcitique (seuls des fragments
de pe´ristomes, ou` l’e´paisseur de la couche interne est la plus importante, ont e´te´ utilise´s) : cette
se´paration me´canique n’est pas e´vidente, et il n’est pas a` exclure que nous n’ayons pu e´liminer
totalement la couche externe, avec des risques de contamination par la matrice organique de la
couche fibreuse.
Caracte´risation de la fraction soluble
En chromatographie d’exclusion ste´rique, les mole´cules solubles sont se´pare´es selon leurs poids
mole´culaires, puis de´tecte´es a` diffe´rentes longueurs d’onde et par re´fractome´trie : le signal a` 226
nm est ainsi plus spe´cifique des peptides, celui a` 280 nm des prote´ines contenant des acides
aromatiques, alors que le signal de re´fractome`tre permet de de´tecter les sucres et glycoprote´ines.
La se´paration des poids mole´culaires obtenue par HPLC est assez mauvaise, ce qui est assez
classique des matrices extraites de coquilles ou de polypiers coralliens (Dauphin et Denis, 2000;
Dauphin, 2001) : cela traduit essentiellement la pre´sence d’un grand nombre de mole´cules de
tailles variables, qui s’e´talent ainsi sur une grande gamme de poids mole´culaires (Figure 46a-b).
On retrouve aussi ce phe´nome`ne en e´lectrophore`se 1D ou 2D (Marxen et Becker, 1997).
La calibration des temps de re´tention a` partir de standards de poids mole´culaires connus
(Figure 46c) n’est qu’approximative : elle n’est the´oriquement valable que pour des compose´s
globulaires, alors que nous ne pouvons exclure la pre´sence de mole´cules filamenteuses dans nos
assemblages. Il ne s’agit donc que d’une premie`re estimation grossie`re des poids mole´culaires (cf
section 5.2.5), malgre´ tout utile a` titre indicatif et pour comparaisons entre taxons.
Les sucres, de´tecte´s par re´fractome´trie, sont relativement petits mais de tailles variables
selon les taxons : les pics principaux se situent aux alentours de 50 - 15 kDa (Figure 46d),
alors qu’il existe des prote´ines bien plus grosses, jusqu’a` plus d’1,5 MDa (probablement des
glycoprote´ines ou des prote´oglycanes). Pour un meˆme spe´cimen (Figure 46a), les profils UV
restent assez semblables ce qui de´note la pre´sence d’une majorite´ de prote´ines assez complexes
pour eˆtre de´tecte´es de fac¸on synchrone a` plusieurs longueurs d’ondes.
On observe cependant une grande variabilite´ entre les taxons : la position du pic principal
varie ge´ne´ralement entre 150 et 50 kDa, mais l’on trouve dans le Cardium sp. une majorite´ de
petites mole´cules, dont les PM se situent aux alentours de 2,5 kDa.
Cette importante variabilite´ spe´cifique s’illustre de fac¸on plus flagrante par les rapports d’aires
des pics relatifs aux diffe´rentes cate´gories de mole´cules (par exemple, a` 226 nm, comme pre´sente´
figure 46h-i) : Murex sp., Nerita sp. et Cypraea sp. sont les seuls a` pre´senter des assemblages
supe´rieurs a` 500 kDa, le Cardium sp. est particulier avec une majorite´ de petites (˜25 kDa)
a` tre`s petites mole´cules (˜2,5 kDa). Le Tridacna sp. et le Murex sp. sont de plus les seuls a`
contenir des mole´cules aux alentours de 14 kDa, visibles a` 226 nm et non a` 280 nm : il s’agit
ainsi probablement de compose´s peptidiques de´nue´s d’acides aromatiques.
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Caracte´risation de la fraction insoluble
Une premie`re estimation des compositions de la MOI, impropre pour toute analyse par
HPLC d’exclusion ste´rique, peut eˆtre obtenue par spectroscopie infrarouge. On distinguera trois
cate´gories principales de bandes :
– Les bandes entre 2850 et 3000 cm−1 correspondent ge´ne´ralement aux longues chaines car-
bone´es que l’on trouve dans les lipides (acides gras, triglyce´rides, etc.), dont elles constituent
souvent la bande principale (Figure 47a) ; elles n’en sont cependant pas exclusives (elles
peuvent ainsi correspondre a` la pre´sence d’acides carboxyliques).
– Les diffe´rentes bandes amides (Amides A, I et II) traduisent la pre´sence de ces mole´cules,
qui contiennent des groupes carbonyles l´ıes a des atomes d’azote.
– Enfin les bandes entre 950 et 1100 cm−1 sont ge´ne´ralement conside´re´es comme caracte´ristiques
de la pre´sence de sucres (Worms et Weiner, 1986).
La comparaison entre les taxons illustre les tre`s grandes variations de compositions de la
fraction insoluble de la matrice organique de leurs couches lamellaires croise´es. Les groupements
amides sont particulie`rement repre´sente´s dans les MOI de Megathura crenulata (Figure 47b), Car-
dium sp. et Cypraea sp. (Figure 47c) ; la MOI de Cardium sp., notamment, est particulie`rement
riche en bandes amides I et II. Les bandes des sucres sont, elles, surtout visibles chez Megathura
crenulata, Murex sp., et Tridacna sp. (Figure 47b-d). Enfin, abondantes dans certains taxons
comme Tridacna sp. (Figure 47d), les bandes entre 2850 et 3000 cm−1 sont plus faibles chez les
autres taxons, voire pratiquement inde´tectables dans Cardium sp. (Figure 47c).
2.1.3 Conclusion
Les microstructures lamellaires croise´es provenant de taxons diffe´rents, sont finalement simi-
laires sous bien des aspects :
– les unite´s de 1er ordre sont toujours se´pare´es par des patchworks organiques, et late´ralement
mal de´limite´es, autorisant une interpe´ne´tration partielle des lits de 2e ordre entre deux
unite´s jointives. Dans les cas de Nerita sp. et Megathura crenulata, nous avons pu mettre
en e´vidence que ces patchworks contiennent une composante organique riche en liaisons
-CH (et probablement lipidique).
– les lits du 2e ordre ne sont jamais en cohe´rence cristallographique entre eux, alors qu’il
existe toujours une transmission partielle de la cohe´rence en leur sein.
– les unite´s de 3e ordre sont toujours compose´es des meˆmes sous-unite´s ovo¨ıdes, arrange´es
en chapelets et de dimensions semblables entre taxons.
La variabilite´ spe´cifique s’exprime donc essentiellement, au niveau microstructural, par une
certaine diversite´ morphologique des unite´s microstructurales (notamment des dimensions et
formes des unite´s de 3e ordre) ainsi que des architectures de coquilles varie´es, forme´es par l’as-
semblage de couches dont les quantite´s, e´paisseurs ou orientations fluctuent largement d’un taxon
a` l’autre.
Par comparaison a` cette relative homoge´ne´ite´ microstructurale, les compositions biochimiques
pre´sentent en revanche une grande variabilite´, tant dans la fraction soluble qu’insoluble : les as-
semblages organiques, e´minemment complexes, peuvent varier fortement d’une coquille a` l’autre,
sans que l’on puisse pour autant a` ce stade discerner de tendance taxonomique ge´ne´rale.
Cette grande variabilite´ conduit a` s’interroger sur les mole´cules par lesquelles s’exercent
les diffe´rents niveaux de controˆle pre´sente´s pre´ce´demment (controˆle du polymorphe cristallin,
controˆle morphologique, etc.), et deux hypothe`ses sont a` envisager :
– les mole´cules jouant un roˆle majeur sont les meˆmes (ou proches) dans des taxons diffe´rents,
mais, noye´es dans une masse de mole´cules n’ayant pas ne´cessairement de lien direct avec les
me´canismes de biomine´ralisation, peuvent passer inaperc¸ues dans les analyses sur extrait
total.
– Mais il est aussi possible que des mole´cules diffe´rentes de par leurs tailles, conformations,
groupements fonctionnels ou autre, soient finalement capables de remplir le meˆme roˆle
physiologique.
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Figure 46 – Chromatographie liquide (HPLC) de la fraction soluble de la phase organique
extraite des couches lamellaires croise´es des coquilles de diffe´rents mollusques. a) Chromato-
grammes de la MOS de Tridacna sp. a` diffe´rentes longueurs d’onde, et signal de re´fractome`tre.
Les chromatogrammes de la BSA et de la thyroglobuline sont indicatifs des temps de re´tention de
standards de poids mole´culaires connus. b) Droite de calibration des temps de re´tention a` partir
de standards de PM connus. d-g) Comparaison des chromatogrammes a` 254 nm, 226 nm, 280 nm
et RI des MOS des diffe´rents taxons, donne´s en poids mole´culaires estimatifs. h) Rapports d’aires
des diffe´rents pics (gammes de poids mole´culaires proches) rapporte´s au pic correspondant a` la
gamme 120 - 50 kDa de´tecte´s a` 226 nm. i) Zoom de h.
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Figure 47 – Spectroscopie FT-IR de la fraction insoluble (SOM) de la matrice organique ex-
traites des coquilles de : a) Murex sp., compare´ a` un standard de choleste´rol. b) Megathura
crenulata et Murex sp. c) Cypraea leviathan et Cardium sp. d) Tridacna sp. et Nerita sp.
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2.2 Folie´ croise´ : Patella vulgata
Ce type microstructural appele´ ”lamellaire croise´ calcitique” par Bøggild (1930), est de´crit
comme la contrepartie calcitique de la microstructure lamellaire croise´e aragonitique commune ;
toujours d’apre`s Bøggild (1930), on le rencontre principalement chez les Patellidae, mais aussi
chez certains Aviculidae et Ostreidae. Au sein des Patellidae, McClintock (1967) pre´cise que seuls
les repre´sentants de la sous-famille des Patellinae pre´sentent une ou plusieurs couches de ce type
microstructural, qu’il renomme pour l’occasion folie´-croise´ et en fait ainsi un type a` part entie`re.
2.2.1 Morphologie et organisation microstructurale
Le folie´ croise´
La microstructure folie´e croise´e partage la meˆme architecture tridimensionnelle que le lamellaire
croise´, mais avec deux exceptions notables :
1. les lamelles de 1er ordre sont bien plus larges, de l’ordre de ˜80 µm - elles atteignent meˆme
chez Patella mexicana des tailles millime´triques (Figure 49b).
2. l’angle que forment les lits du 2e ordre entre deux lamelles de 1er ordre est conside´rablement
plus faible (Figure 48), de l’ordre de 13° (McClintock, 1967; Fuchigami et Sasaki, 2005), alors
qu’il est de ˜41° (Wilmot et al., 1992) dans la microstructure lamellaire croise´e.
Figure 48 – Sche´ma de l’agencement respectif des lamelles de 1er ordre (*) formant la microstruc-
ture folie´e croise´e.
Patella vulgata
Morphologie Dans un souci de cohe´rence avec la litte´rature existante, nous reprendrons ici le
syste`me de notation de´veloppe´ par McClintock (1967), ou` les couches sont nume´rote´es selon leurs
positions respectives par rapport a` la couche myostracale, ici compose´e de lits prismatiques et
sphe´rulitiques d’aragonite : celle-ci est aise´ment identifiable, le muscle laissant une empreinte en
fer a` cheval typique sur la face interne de la coquille (Pramatarova, 2003). On notera ainsi m+3 la
couche la plus externe, m+2 la suivante, etc. Chez les Patellinae, on trouve la microstructure folie´e
croise´e principalement re´partie entre les couches m+3 et m+2, et dans certains cas au sein d’une
tre`s fine couche interne (m-2) (Figure 49a). L’orientation des lamelles de 1er ordre est longitudinale
dans la couche m+3, avant de s’orienter rapidement selon une direction transversale dans la couche
m+2 (Figure 49b-c).
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Figure 49 – Microstructure folie´e-croise´e des Patellinae. a) Syste`me de notification des couches
chez les Patellinae d’apre`s McClintock (1967). En jaune les couches calcitiques, en rouge les couches
aragonitiques. b) Exemple des couches m+3 (couche externe), m+2 et m+1 dans la coquille de
Patella mexicana. c) Lame mince des couches calcitiques externes de la coquille de Patella vulgata
en section radiale (LPA). d) Vue de deux lamelles de 1er ordre conse´cutives en LPNA. Les fle`ches
marquent une strie de croissance. e) Vue de trois lamelles de 1er ordre conse´cutives en LPA,
pre´sentant l’extinction typique une lamelle de 1er ordre sur deux. Les lits de lamelles de 2e ordre
sont visibles (fle`ches noires), tout comme les unite´s de 3e ordre lorsqu’elles sont tre`s faiblement
de´soriente´es (fle`che blanche). f-i) Cartes re´alise´es a` la microsonde e´lectronique. f) Image en BSE,
montrant l’alternance des lamelles de 1er ordre. g) Distribution du Mg en bandes correspondant a`
la striation de croissance. h) Distribution du Sr, pre´sentant des stries tre`s faiblement marque´es. i)
Distribution du S, marquant faiblement la microstructure folie´e-croise´e, mais fortement la striation
de croissance.
CHAPITRE 2 - VARIABILITE´S SPE´CIFIQUES 78
Microstructure La couche m+3 est relativement fine chez Patella vulgata, et l’e´paisseur de la
bordure de croissance est principalement constitue´e par la couche m+2, au travers de laquelle les
lamelles de 1er ordre sont relativement continues et rectilignes (Figure 49c). Compare´e aux couches
lamellaires croise´es observe´es jusqu’ici, la striation de croissance est particulie`rement re´gulie`re et
bien marque´e, imme´diatement visible en LPNA (Figure 49d). Comme dans le lamellaire croise´, on
observe l’extinction synchrone d’une lamelle de 1er ordre sur deux en LPA, ainsi que les lits de 2e
ordre, et meˆme les lamelles de 3e ordre (Figure 49e).
La distribution de certains e´le´ments traces marque la striation de croissance : Mg (Figure 49g)
pre´sente notamment un fort contraste, et Sr un contraste tre`s le´ger (Figure 49h). S marque lui
fortement la striation de croissance, mais aussi le´ge`rement les lamelles de 1er ordre.
Une simple cassure re´ve`le l’organisation microstructurale en lamelles du 1er, 2e et 3e ordre
du folie´ croise´, parfaitement comparable a` l’architecture lamellaire croise´e (Figure 50a-d). Une
premie`re distinction apparait ne´anmoins : les unite´s de 3e ordre sont beaucoup plus re´gulie`res et
rectilignes (Figure 50e) que celles observe´es dans la structure lamellaire croise´e, souvent ondule´es
(Figures 32b-c, 38i et 39l).
Une coloration citrate de Pb / ace´tate d’uranyle permet de re´ve´ler les incre´ments de croissance,
particulie`rement marque´s et re´guliers (Figure 50g-h) mais aussi un re´seau de membranes orga-
niques, apparemment continues et assez rectilignes, se´parant les lamelles de 1er ordre (Figure 50i).
Sur une cassure fraiche expose´e a` de la vapeur d’OsO4, la le´ge`re attaque induite sur les surfaces
des lamelles de 2e ordre re´ve`le de tre`s fines enveloppes, la` encore apparemment continues, se´parant
les unite´s de 3e ordre (Figure 50j-l).
Sur les images AFM enfin, les stries de croissances sont assez marque´es pour eˆtre visibles ; il
s’agit du seul e´chantillon que nous ayons observe´ sur lequel les incre´ments de croissance soient
suffisamment enrichis en compose´s organiques pour eˆtre visibles en contraste de phase (Figure
50m), et les lits du 2e ordre sont aise´ment identifiables (Figure 50n-o).La` encore, on peut mettre
en e´vidence une fine enveloppe continue, pre´sentant un fort contraste de phase, et se´parant les
lamelles du 2e ordre. Si la de´limitation entre les unite´s de 3e ordre est peu marque´e sur ces images,
la pre´sence de granules ovo¨ıdes irre´guliers et he´te´roge`nes constituant les unite´s structurales de base
est la` encore mise en e´vidence.
Sur une pre´paration MET re´alise´e a` proximite´ du contact entre deux lamelles de 1er ordre de
la couche m+2 (Figure 51a-e), les lattes de 3e ordre dessinent un motif, la` aussi plus re´gulier que
ce que l’on a pu observer, dans les meˆmes conditions, sur les diffe´rentes couches de type lamellaire
croise´. Les granules ovo¨ıdes coalesce´s qui constituent ces lattes de 3e ordre sont plus difficiles a`
distinguer, mais sont ne´anmoins pre´sents, souvent trahis par le contour le´ge`rement arrondi des
lattes (Figure 51g-i). La pre´paration est particulie`rement riche en bulles issues de la de´stabilisation
de compose´s organiques, re´parties re´gulie`rement entre unite´s de 2e ordre et de 3e ordre (Figure
51j-k). Mais on n’observe pas, au contact entre lamelles de 1er ordre, d’interpe´ne´trations des lits
du 2e ordre s’alternant avec des ponctuations (porosite´ re´siduelle), que l’on avait su mettre en
e´vidence dans les couches lamellaires croise´es de plusieurs taxons : les unite´s structurales semblent
se terminer, assez irre´gulie`rement, au contact d’une zone tre`s riche en compose´s organiques (ces
derniers trahis par la forte porosite´ re´siduelle qu’ils laissent en transmission, figure 51l).
En ce qui concerne les modalite´s de cristallisation, l’absence de motifs de macles similaires
aux micromacles (110) de l’aragonite que l’on trouve dans la microstructure lamellaire croise´e ne
nous permet pas de tracer aussi finement la propagation late´rale d’un front de cristallisation, et
les relations cristallographiques entre les unite´s. Ne´anmoins, la bonne propagation des franges de
Bragg, presque rectilignes a` travers plusieurs lits du 2e ordre (Figure 51m) plaide pour une bonne
propagation de la cohe´rence entre lamelles du 2e ordre. De meˆme, une diffraction localise´e sur
plusieurs lits du 2e ordre (SAED) pre´sente un cliche´ qui, s’il n’est pas monocristallin, re´ve`le tout
de meˆme une tre`s faible de´sorientation (faible rotation des taches de diffraction, figure 51o).
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Figure 50 – Microstructure folie´e-croise´e de la couche m+2 de Patella vulgata. a-f) Cassure fraiche
en section radiale observe´e au MEB. a-b) Lamelles de 1er ordre. c) Lits du 2e ordre. d) Contact
entre deux lamelles de 1er ordre montrant le changement d’orientation des unite´s de 3e ordre
les constituant (fle`che blanche). e) Vue de la surface des lits de 2e ordre. f) Vue des lits de 2e
ordre superpose´s. g-i) Test de coloration au citrate de Pb / ace´tate d’uranyle observe´ au MEB
(surface polie, de´tecteur BSE). h) Les lamelles de 1er ordre sont marque´es par un ”I”. i) La
coloration re´ve`le des incre´ments de croissance re´guliers et tre`s fortement marque´s, ainsi que des
enveloppes apparemment continues de´limitant les lamelles de 1er ordre. j-l) Images FEG-SEM
d’une cassure fraiche en section radiale ayant subi une attaque a` la vapeur d’OsO4, re´ve´lant a`
la surface des lamelles de 2e ordre les tre`s fines enveloppes organiques se´parant les lattes de 3e
ordre individuelles (fle`ches blanches). m-p) Images AFM (mode tapping). m) Image de phase du
contact en deux lamelles de 1er ordre, montrant les incre´ments de croissance tre`s marque´s (ligne
verte discontinue). n-o) Images de topographie et de phase des lamelles de 2e ordre. p) Image de
phase de plusieurs lamelles de 2e ordre, constitue´es de granules, et se´pare´es par des enveloppes
apparemment continues et pre´sentant une forte affinite´ avec la pointe (fle`ches blanches).
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Figure 51 – Patella vulgata. Observation MET de la microstructure folie´e-croise´e. a-b) Emplace-
ment de la grille MET sur la lame mince en LPA. c) Pre´paration apre`s amincissement au PIPS.
d) Lames de 1er ordre sur une lame ultrafine en LAP. e) Contact entre deux lamelles du 1er ordre
localise´ sur c. f) Lits du 2e ordre, constitue´ de l’alignement de lattes du 3e ordre. g-i) Granules
ovo¨ıdes coalesce´s formant les unite´s de 3e ordre (fle`ches jaunes). j) Bulles issues de la de´stabilisation
de compose´s organiques sous le faisceau, marquant les limites entre lamelles de 2e et de 3e ordre.
k) Une bulle en ”coin”, formant un trie`dre typique d’un contact triple. l) Forte porosite´ re´siduelle,
trahissant localement une forte teneur en compose´s organiques, a` la limite entre deux lamelles de
1er ordre. m) Propagation d’une frange de Bragg, presque continue, a` travers plusieurs lamelles
de 2e ordre. n-o) Cliche´ de diffraction localise´ (SAED) sur des lattes de 3e ordre appartenant a`
des lamelles de 2e ordre distinctes, pre´sentant une tre`s faible de´sorientation (cliche´ pratiquement
monocristallin).
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2.2.2 Composition biochimique in-situ
Il est inte´ressant de noter, a` titre de comparaison ulte´rieure avec les fossiles, que les surfaces
externes des coquilles de Patella vulgata sont particulie`rement e´rode´es, ne laissant souvent aﬄeu-
rer a` leurs apex que les couches les plus internes. Elles sont de plus attaque´es par des organismes
microperforants, qui peuvent pe´ne´trer sur une e´paisseur importante, laissant ainsi un re´seau de
canalicules (Figure 52a) encore remplis de mate´riels organiques qui pre´sentent une forte fluores-
cence naturelle (Figure 52b). Cette contamination est d’autant moins ne´gligeable que les couches
folie´es croise´es sont relativement pauvres en phase organique et ne pre´sentent pas une fluorescence
marque´e sous excitation UV (Figure 52c-d), a` l’exception de quelques incre´ments de croissance.
Une coloration a` l’acridine orange marque fortement les canalicules laisse´s par les microper-
forants (colore´s en orange-rouge) (Figure 52e-f) ; les microstructures folie´es croise´es sont quant a`
elles le´ge`rement colore´es en teintes vert-orange, marquant les incre´ments de croissance re´guliers
(Figure 52g-h), mais aussi les lamelles de 1er ordre, et meˆme celles de 2e / 3e ordre (Figure 52g-h).
Figure 52 – Microscopie de fluorescence sur les couches externes calcitiques d’une coquille de
Patella vulgata. a-b) Canalicules laisse´s par des organismes microperforants sur la surface externe
de la coquille, montrant une forte autofluorescence en microscopie confocale laser (b) (excitation
488 nm). c-d) Quelques stries de croissance sont marque´es par une autofluorescence plus forte
(excitation UV). e-h) Tests de coloration a` l’acridine orange. e-) Les canalicules laisse´s par les
microperforants dans la surface externe pre´sentent une teinte de coloration orange-rouge. g-h) La
coloration marque fortement la striation de croissance en vert-orange (fle`ches blanches), et plus
faiblement les lamelles de 1er/2e ordre.
Les observations de microscopie confocale laser sur un e´chantillon non colore´ re´ve`lent la forte
fluorescence naturelle des incre´ments de croissance, mais aussi des enveloppes, apparemment conti-
nues, qui se´parent les lamelles de 1er ordre (Figure 53a).
Sur les spectres re´alise´s au microscope confocal Raman, les pics usuels de la calcite sont de´tecte´s,
mais aussi les pics a` 1134 cm−1 et 1525 cm−1 (vibrations en e´longation des liaisons C-C et C=C)
caracte´ristiques en re´sonance Raman (RR) de la pre´sence de mole´cules polye´niques (Figure 53b).
Le ratio des pics Lc/ν1 permet de localiser rapidement les lamelles de 1
er ordre par l’alternance de
leurs orientations (Figure 53c), que l’on peut ainsi corre´ler pre´cise´ment aux cartes de distributions
suivantes : cartes de la bande a` 1134 cm−1, repre´sentative des polye`nes enrichis en liaisons C-C
(Figure 53d) et de la bande a` 1525 cm−1, repre´sentative des polye`nes plus riches en liaisons C=C
(Figure 53e), que l’on peut aussi superposer en fausses couleurs (Figure 53f). Il apparait ainsi que
ces deux types de mole´cules sont co-localise´es dans les stries de croissances enrichies (en rose, issu
de la superposition du bleu et du rouge, sur la figure 53f). Elles sont par contre anti-localise´es
aux limites des lamelles de 1er ordre, qui correspondent a` la position des enveloppes continues
mises en e´vidence pre´ce´demment : ces dernie`res ne contiennent ainsi que des mole´cules polye´niques
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posse´dant un fort ratio des liaisons C-C/C=C. Si les incre´ments de croissance pre´sentent une forte
fluorescence totale (Figure 53g), les intensite´s de fluorescence ne correspondent pas a` la distribution
des polye`nes au sein de ces incre´ments (ainsi, les incre´ments les plus riches en polye`nes, en haut du
scan 53f, pre´sentent une assez faible fluorescence totale). Les polye`nes, s’ils sont en effet de´tectables
en faibles quantite´s en spectroscopie de re´sonnance Raman, ne repre´sentent au final qu’une faible
pourcentage de la composition biochimique totale.
Figure 53 – Microscopie confocale laser sur la couche m+2 d’une coquille de Patella vulgata.
a) Image de la fluorescence naturelle des stries de croissance (fle`ches blanches) et des enveloppes
se´parant les lamelles de 1er ordre (marque´es d’un ”I”) sous une excitation de 488 nm en microscopie
confocale laser. b) Un spectre Raman issu d’un des scans suivants, pre´sentant les pics de la calcite
et les deux bandes des polye`nes a` 1134 et 1525 cm−1. c) Carte confocal Raman de distribution du
ratio des pics Lc (mode libration, 282 cm
−1) / ν1 (e´longation syme´trique en mode interne, 1085
cm−1), mettant en valeur les changements alternatifs d’orientation entre lamelles du 1er ordre. d)
Carte de distribution de la bande a` 1134 cm−1 des polye`nes. e) Carte de distribution de la bande a`
1525 cm−1 des polye`nes. f) Carte composite de (d) (en bleu) et (e) (en rouge) montrant les anti et
co-localisations des mole´cules polye´niques. g) Carte de distribution de l’intensite´ de bruit de fond
entre 2400 et 2500 cm−1, corre´le´es a` la fluorescence de l’e´chantillon.
2.2.3 Synthe`se pre´liminaire : spe´cificite´s et modalite´s de cristallisation
chez Patella vulgata.
La microstructure folie´e croise´e, telle qu’on a pu l’observer dans la couche m+2 de coquilles de
Patella vulgata, semble donc au premier abord (et tel que de´crit dans la litte´rature) tre`s semblable
a` la microstructure lamellaire croise´e.
Nous avons cependant pu mettre en e´vidence un certain nombre de subtiles variations :
– Les incre´ments de croissance sont remarquablement re´guliers et tre`s enrichis en compose´s
organiques.
– Les lamelles ou lattes de 3e ordre sont bien plus re´gulie`res et rectilignes que celles trouve´es
jusqu’ici dans la microstructure lamellaire croise´e.
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– La coloration a` l’acridine orange semble avoir une affinite´ le´ge`rement plus marque´e sur le
folie´ croise´ (on ne retrouve un tel marquage re´ussi que dans la couche externe de Megathura
crenulata, par ailleurs assez particulie`re), ce qui indiquerait une composition biochimique un
peu plus riche en mole´cules pre´sentant des sites de liaisons charge´s ne´gativement.
– Nous avons pu, dans cet exemple, mettre en e´vidence in-situ la pre´sence d’enveloppes or-
ganiques, apparemment continues, se´parant syste´matiquement les unite´s de 3e, 2e et 1er
ordre, de fac¸on tre`s similaire a` celles des couches lamellaires croise´es de plusieurs taxons.
Celles-ci pre´sentent toutefois des spe´cificite´s propres a` la microstructure folie´e croise´e : ainsi,
les enveloppes se´parant les unite´s de 1er ordre ne sont pas ponctue´es mais continues, et
ne contiennent pas de mole´cules posse´dant des groupements -CH, mais des polye`nes. On
n’observe pas non plus d’interpe´ne´trations irre´gulie`res au contact des lamelles, les unite´s mi-
crostructurales viennent plutoˆt ”mourir” dans une zone extreˆmement enrichie en mole´cules
organiques : ces ”enveloppes” semblent donc mieux contraindre l’extension late´rale des unite´s
de 1er ordre, la` ou` le patchwork observe´ dans la microstructure lamellaire croise´e n’exerce
qu’un controˆle late´ral imparfait. Enfin, les enveloppes se´parant les lits de 2e ordre ne jouent
pas ici le roˆle de barrie`res limitant comple`tement la propagation late´rale de la cohe´rence
cristalline, et celle-ci peut partiellement percoler entre lamelles de 2e ordre, conduisant ainsi,
a` la diffe´rence du lamellaire croise´, a` une tre`s bonne conservation des orientations cristallines
entre plusieurs lits de 2e ordre (Figure 54).
Malgre´ leurs diffe´rences mine´ralogiques, ces deux types microstructuraux semblent donc parta-
ger un meˆme me´canisme fondamental de mise en place : la coalescence de sous-unite´s granulaires
pre´-existantes au cours de la propagation d’un front de cristallisation au sein des unite´s de 3e
ordre, late´ralement de´limite´ par un re´seau organique de´finissant leurs morphologies a` diffe´rentes
e´chelles et modulant la continuite´ de la cohe´rence cristallographique entre les unite´s. Ce dernier
point confirme, s’il le fallait encore, l’existence de deux types de controˆle exerce´s par l’organisme
sur sa coquille : le controˆle de la mine´ralogie est dissocie´ de celui de la morphologie et de la mise
en place des unite´s microstructurales.
Figure 54 – Repre´sentation
sche´matique des directions de
propagation de la cohe´rence
cristallographique lors de la
croissance des unite´s folie´es-
croise´es. ”≈” indique une
bonne conservation de la
cohe´rence, mais avec quelques
faibles variations des orien-
tation cristallographiques, au
sein et entre les unite´s de 2e
ordre.
.
..Chapitre III
Evolutions diage´ne´tiques
Evolutions diage´ne´tiques
Les e´tudes mene´es a` partir des coquilles de mollusques fossiles sont aussi abondantes que
varie´es : arche´omalacologie, reconstructions des listes faunistiques, reconstitutions pale´oge´ographiques,
pale´oe´cologiques, pale´oenvironnementales, datations, etc. Toutes ces e´tudes, dont la liste est ici loin
d’eˆtre exhaustive, partagent une meˆme proble´matique re´currente : l’e´tat de pre´servation des co-
quilles, dont les e´ventuelles modifications (meˆme mineures) sont susceptibles d’alte´rer l’information
ve´hicule´e, et donner ainsi naissance a` des biais taphonomiques majeurs.
L’exemple de certaines reconstitutions ge´ochronologiques en est particulie`rement de´monstratif.
L’utilisation de la composante mine´rale des coquilles pour dater des de´poˆts se´dimentaires est en effet
conside´re´e comme particulie`rement peu fiable, que ce soit a` travers les se´ries de de´sinte´grations de
l’uranium (Kaufman et al., 1971; Plaziat et al., 2008) ou le radiocarbone (Siani et al., 2001) : Plaziat
et al. (2008) soulignent par exemple l’incohe´rence des aˆges obtenus a` partir de diffe´rentes coquilles
appartenant pourtant a` un meˆme site, qu’il attribue a` des e´volutions diage´ne´tiques diffe´rentes au
sein de ces assemblages.
Si les compositions isotopiques (∂18O) ou en e´le´ments traces (Mg/Ca, Sr/Ca) des coquilles
sont souvent conside´re´es, malgre´ l’effet vital (Urey et al., 1951), comme des proxies pertinents de
l’e´volution des tempe´ratures et salinite´s de l’eau de mer (Weiner, 2010), ils n’en sont pas moins
tre`s sensibles aux e´volutions de la phase mine´rale des coquilles.
Meˆme des investigations plus classiques, telles les e´tudes scle´rochronologiques (Coutts, 1970) ne
sont pas a` l’abri de biais : par exemple lorsque la conservation des stries de croissance est affecte´e
comme, nous le verrons, cela peut eˆtre le cas (cf figure 59, page 93).
Cette proble´matique est d’autant plus fondamentale que les me´canismes de diage´ne`se/taphonomie
qui peuvent affecter les coquilles s’ave`rent particulie`rement complexes et contre-intuitifs, de´pendants
fortement des conditions locales d’enfouissement (Philippon et Sabrier, 1979) : ces dernie`res de´terminent,
de`s les premiers jours, l’e´volution diage´ne´tique/taphonomique. Ces facteurs s’additionnent de plus
aux complexite´s et variabilite´s spe´cifiques que l’on retrouve au sein des coquilles des mollusques :
celles-ci pre´sentent presque syste´matiquement plusieurs couches de mine´ralogies, microstructures
ou compositions diffe´rentes, qui peuvent ainsi eˆtre affecte´es diffe´remment par les me´canismes
d’alte´ration.
Deux cas illustrant deux e´volutions diage´ne´tiques possibles des microstructures entrecroise´es
sont pre´sente´s : l’e´volution des couches folie´es croise´es de coquilles de Patella sp. re´centes, provenant
d’un site arche´ologique marocain, et de la couche lamellaire-croise´e de coquilles de Velates perver-
sus, issues de l’E´oce`ne du bassin de Paris. Ces spe´cimens sont, d’apparence, tre`s bien pre´serve´s.
En guise de re´fe´rentiels de comparaison, ne´cessaires a` la mise en e´vidence des effets diage´ne´tiques
qui les ont pourtant affecte´s, nous utiliserons les exemples de Nerita (a` de´faut d’un repre´sentant
actuel du genre) et Patella, de´veloppe´s au cours des chapitres pre´ce´dents.
En plus des conditions spe´cifiques de chaque site, les particularite´s de la gene`se des structures
entrecroise´es, dont certains me´canismes ont e´te´ illustre´s a` l’occasion de l’e´tude des coquilles ac-
tuelles, semblent en effet conditionner fortement leurs e´volutions diage´ne´tiques/taphonomiques,
qui peuvent s’ave´rer parfois assez originales, dans ces coquilles fossiles.
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3.1 Patella sp. (˜100 ka, El Harhoura 2, Te´mara, Maroc)
3.1.1 Contexte
La grotte El Harhoura 2 fait partie d’un ensemble de grottes d’inte´reˆt arche´ologique situe´ sur
la coˆte atlantique nord du Maroc (Figure 55a-b), a` proximite´ de la localite´ de Te´mara, un peu
au sud de Rabat. Creuse´e a` la base de l’une des barres de calcare´nite aligne´es le long de la coˆte
que l’on peut suivre de Rabat jusqu’a` Skhirat, cette grotte s’est forme´e, par e´rosion, avant la
transgression marine du stade isotopique 5e (˜125 ka) et s’est ensuite progressivement comble´e de
de´poˆts se´dimentaires au cours de la dernie`re pe´riode glaciaire, principalement des de´poˆts sableux
issus de cordons dunaires (Boudad et al., in prep.).
A la suite de plusieurs campagnes de fouilles successives, le contexte arche´ologique du site est
maintenant bien e´tabli (Nespoulet et al., 2007, 2008; El Hajraoui et al., in press) ; une occupation
humaine intermittente est notamment ave´re´e depuis le Pale´olithique moyen (Ate´rien) jusqu’au
Ne´olithique ( ˜105 ka to 5 ka ; Schwenninger et al. 2010 ; Jacobs et al. 2012 ; Janati-Idrissi et al.
2012). Le sondage de reconnaissance n’a toujours pas atteint le substrat rocheux (Figure 55c-d),
mais le site a de´ja` fourni un nombre important d’os de la faune et de la microfaune, qui ont servi
de base a` de nombreuses e´tudes pale´oe´cologiques, arche´ozoologiques et taphonomiques (Campmas
et Beauval, 2008; Michel et al., 2010; Stoetzel et al., 2011; Campmas, 2012; Stoetzel et al., 2012),
ainsi que de nombreuses coquilles de mollusques.
En particulier, le niveau 8 (Figure 55d-e) pre´sente un inte´reˆt majeur : date´ entre 92 +11/-9 ka
(me´thode ESR-Uth ; Janati-Idrissi et al. 2012) et 106.7 +/- 6.6 ka (me´thode OSL ; Jacobs et al.
2012), il rece`le en effet de nombreuses coquilles de Patellidae fossiles, s’accumulant principalement
dans la le´ge`re de´pression que forme la surface supe´rieure de la couche 8 (Figure 55f) en compagnie
de nombreux restes osseux issus de la faune/microfaune et de fragments d’objets lithiques (Figure
55g). De telles accumulations, que l’on trouve assez commune´ment dans les sites arche´ologiques en
milieu coˆtier (Klein et al., 2004; Fa, 2008; Hunt et al., 2011; Steele et A´lvarez-Ferna´ndez, 2011), sont
souvent d’origine anthropique, issues des activite´s de collecte des populations humaines littorales.
En particulier, les mollusques vivant en milieu intertidal et sur substrat rocheux (tels que les
patelles) sont tre`s faciles a` repe´rer et a` ramasser (Yesner et al., 1980), et constituent donc une
composante significative du re´gime alimentaire de ces populations littorales : on les retrouve ainsi
en abondance dans ce type de de´poˆts (Fa, 2008).
Jeunes (au regard des temps ge´ologiques) ces fossiles constituent un cas inte´ressant pour l’ana-
lyse des premie`res e´tapes de l’e´volution diage´ne´tique de la microstructure folie´e croise´e. Collecte´s
vivants sur le rivage, les coquilles n’ont pas e´te´ longtemps expose´es aux processus d’e´rosion, de
fragmentation et de diage´ne`se pre´coce qui, habituellement, alte`rent rapidement les coquilles aban-
donne´es en milieu marin lors de la mort de l’animal (dissolutions/recristallisations massives par
l’eau de mer, e´rosion/fragmentation par l’action des vagues et des courants, pre´dation, etc.). Leur
consommation par des populations humaines sugge`re au contraire un court laps de temps entre la
re´colte et le de´poˆt/enfouissement des coquilles dans la grotte. Cette dernie`re, creuse´e dans un en-
caissant calcaire (calcare´nite), favorise de plus une bonne pre´servation des structures carbonate´es :
les eaux de pre´cipitation qui s’infiltrent et percolent dans la grotte sont en effet tamponne´es avant
d’atteindre le niveau des coquilles, ce qui limite fortement les effets de dissolution/recristallisation.
Un tel contexte sugge`re donc des coquilles normalement mieux pre´serve´es que celles que l’on peut
trouver dans des de´poˆts se´dimentaires usuels.
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Figure 55 – La grotte EL Harhoura 2. a) Carte du Maroc du Nord. b) Localisation des grottes
d’inte´reˆt arche´ologique sur la coˆte Atlantique de Rabat-Te´mara. c) Photo des fouilles a` l’entre´e de
la grotte d’El Harhoura 2. La fle`che rouge marque la localisation du sondage. d) Section stratigra-
phique de la grotte, illustrant la profondeur atteinte par le sondage. La fle`che marque le niveau
d’inte´reˆt 8. e) Photo du sondage, la couche 8 est de´limite´e en jaune. f) Topographie de la surface
de la couche 8 explore´e lors du sondage. Les points noirs marquent la localisation des spe´cimens
de Patella sp. g) Profil est-ouest dans l’e´paisseur sonde´e de la couche 8, montrant la concentra-
tion des spe´cimens de Patella sp. (points noirs), ainsi que des os et mate´riels lithiques (entiers ou
fragmente´s) (points rouges).
3.1.2 Morphologie et Microstructures
Morphologie
Les coquilles semblent bien pre´serve´es a` premie`re vue ; elles sont cependant toutes de´pigmente´es,
ayant acquis une couleur ocre proche de celle du se´diment formant la couche 8 (Figure 56). Bien que
les coquilles soient dans l’ensemble comple`tes (Figure 56a-d), un nombre significatif de spe´cimens
pre´sente une cassure de forme semi-circulaire assez typique au niveau de la bordure externe, parfois
importante (Figure 56e-i), mais parfois discre`te (Figure 56j-n). Ces marques sont probablement
d’origine anthropique, issues de la collecte : le pied des patelles posse´dant une capacite´ d’adhe´sion
importante, qui peut atteindre jusqu’a` 980 N (Fa, 2008) si l’animal n’est pas pris ”par surprise”, il
est alors ne´cessaire d’utiliser pour les de´coller un ustensile susceptible de laisser ce type d’empreintes
(ce que nous avons d’ailleurs pu ve´rifier lors de nos collectes d’e´chantillons).
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Figure 56 – Morphologie des Patella fossiles issues de la couche 8 de la grotte d’EL Harhoura
2. a-d) Un spe´cimen non-casse´. my : myostracum. hy : hypostracum. barre jaune : section de la
figure 57. e-i) Un spe´cimen pre´sentant une cassure large en bordure de la coquille. j-n) Un spe´cimen
pre´sentant une petite empreinte sur sa bordure.
Note sur la de´termination taxonomique : Les spe´cimens sont dans l’ensemble larges et e´pais,
et pourraient aussi bien correspondre a` des Patella rustica qu’a` des Patella vulgata (Linnaeus,
1758), toutes deux pre´sentes sur les rivages marocains. Les crite`res classiques de taxonomie e´tant
essentiellement anatomiques (ratio des tailles coquille/radula, taille et forme du pied, etc.) ou base´s
sur les motifs colore´s, l’absence de tissus mous et la de´pigmentation totale des coquilles rend toute
de´termination taxonomique sujette a` caution - nous nommerons donc ces spe´cimens Patella sp.
Microstructures
La mine´ralogie de la coquille est pre´serve´e : une rapide coloration de Feigl confirme que les
couches internes (m-2 a` m+1) sont toujours aragonitiques, et que les couches externes (m+2 et
m+3) sont bien calcitiques (Figure 57a-c). L’aragonite e´tant en effet un polymorphe instable du
carbonate de calcium dans les CNTP, les couches aragonitiques des coquilles fossiles ont ainsi
tendance a` recristalliser en calcite (polymorphe stable dans les CNTP), sur de longues pe´riodes
de temps, et la pre´sence d’aragonite est conside´re´e par certains auteurs comme un indice de leurs
bonne pre´servation (Weiner, 2010).
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Figure 57 – Microstructure folie´e-croise´e d’une Patella sp. fossile. a) Sche´ma the´orique des couches
calcitiques et aragonitiques. b) Section radiale d’un spe´cimen. c) Coloration Feigl applique´e sur la
section (b), observe´e en BSE : la couche m+1, colore´e avec succe`s, est toujours aragonitique, et
la couche m+2 est bien calcitique. d) Lame mince des couches calcitiques externes de la coquille
en section radiale (LPA). e) Vue de plusieurs lamelles de 1er ordre conse´cutives (marque´es d’un
”I”) en LPNA. f) Vue de la meˆme zone en LPA, pre´sentant l’extinction typique une lamelle de 1er
ordre sur deux. Les unite´s de 3e ordre individuelles sont visibles lorsqu’elles sont tre`s faiblement
de´soriente´es. La fle`che noire marque une re´gion de possible recristallisation. g-j) Cartes re´alise´es
a` la microsonde e´lectronique. g) Image en BSE, montrant l’alternance des lamelles de 1er ordre.
h) Distribution du Mg en bandes correspondant a` la striation de croissance. i) Distribution du Sr,
pre´sentant des stries tre`s faiblement marque´es. j) Distribution du S, enrichi dans certaines stries
de croissance, mais aussi dans les canalicules fore´s dans la surface externe (fle`che blanche).
Si la couche m+3 apparait le´ge`rement plus e´paisse que sur notre e´chantillon actuel de re´fe´rence
(Figure 49c), et le changement d’orientation entre les couches m+3 et m+2 plus progressif (Figure
57d), on retrouve sinon une organisation folie´e croise´e globalement bien pre´serve´e. Les classiques
unite´s de 1er ordre (Figure 57e) pre´sentent toujours une extinction synchrone une lamelle sur
deux, ce qui re´ve`le ainsi une bonne conservation des orientations cristallographiques des unite´s de
2e ordre et de 3e ordre qui les constituent (Figure 57f). On notera cependant la disparition des
incre´ments de croissance (Figure 57f), si re´guliers et marque´s, qui e´taient observables en LPNA
sur un spe´cimen actuel (Figure 49d). A la place, un re´seau de fractures discontinues segmente
irre´gulie`rement les unite´s de 1er ordre, dans la direction ge´ne´rale ou` l’on aurait duˆ observer les
stries de croissance (Figure 57f). Enfin, certaines rotations des polariseurs croise´s re´ve`lent de fines
de´sorientations cristallographiques, localise´es aux bordures des unite´s de 1er ordre, qui ne sont
pas lie´es a` la structure mais pourraient correspondre a` des zones de recristallisation a` fine e´chelle
(fle`che sur la figure 57f).
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Les distributions des e´le´ments traces dans la coquille sont bien conserve´es, marquant toujours la
striation de croissance (Figure 57g-j) ; de fac¸on assez surprenante, on remarque que les canalicules
laisse´s par les organismes microperforants contiennent encore du mate´riel organique, trahi par les
fortes teneurs en S des canalicules (Figure 57j).
La coloration au citrate de Pb / ace´tate d’uranyle ne re´ve`le cette fois-ci aucun incre´ment
de croissance re´gulier, ni aucune des enveloppes organiques (Figure 58a) isolant les unite´s de 1er
ordre mises en e´vidence dans la microstructure folie´e croise´e (Figure 50g-i). Et, si la microstructure
semble a priori pre´serve´e a` fine e´chelle (Figure 58b), on remarquera plusieurs anomalies (que l’on
retrouve toujours a` proximite´ du contact entre lamelles du 1er ordre) :
– En de rares endroits, une cassure suivant la surface d’un lit de 2e ordre peut mettre en
e´vidence des sous-unite´s aux contours anguleux dans les lamelles de 3e ordre, a` la place de
nos granules ovo¨ıdes : celles-ci pre´sentent meˆme un angle a` 120° caracte´ristique des cristaux
rhomboe´driques idiomorphes de calcite (Figure 58c-e).
– Le re´seau de fines enveloppes de´limitant les unite´s de 2e/3e ordre n’a quant a` lui pu eˆtre
re´ve´le´ a` l’aide de la vapeur d’osmium (la pre´paration a pourtant subi le meˆme traitement
qu’en figure 50j-l, les deux e´chantillons ayant e´te´ expose´es en meˆme temps), et semble avoir
disparu.
– Toujours a` proximite´ du contact entre lamelles de 1er ordre (Figure 58f), les unite´s de 2e ordre
sont anormalement e´paisses (elles peuvent parfois atteindre plusieurs microns d’e´paisseur,
comme sur la figure 58g), et semblent re´sulter de la fusion de plusieurs lits superpose´s. Ces
zones semblent correspondre aux localisations des zones de recristallisation identifie´es en LPA
(Figure 57f).
Au cœur des lamelles de 1er ordre, on retrouve l’aspect granulaire usuel aise´ment reconnaissable
a` l’AFM (Figure 58h-j) qui compose les unite´s de 3e ordre (Figure 58j) ; mais on ne retrouve pas,
la` non plus, de trace des enveloppes pre´sentant un fort contraste de visco-e´lasticite´ qui se´parent
les lits de 2e ordre dans la structure folie´e croise´e (Figure 50p).
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Figure 58 – Microstructure folie´e-croise´e d’une Patella sp. fossile. a) Test de coloration au citrate
de Pb / ace´tate d’uranyle observe´ au MEB (surface polie, de´tecteur BSE), ne re´ve´lant aucune
enveloppe entre les lamelles de 1er ordre (marque´e d’un ”I”). b-e) Images FEG-SEM d’une cas-
sure fraiche selon une section radiale. b) Lamelles de 1er ordre. c) Limite entre deux lamelles de
1er ordre et changement d’orientation des unite´s de 3e ordre les constituant. d) Vue de surface
des lattes de 3e ordre formant une range´e du 2e ordre. e) Vue de la surface d’une unite´ de 3e
ordre, pre´sentant des sous-unite´s a` facettes anguleuses. f) Vue MEB d’un contact anormal entre
deux lamelles de 1er ordre : certaines zones (fle`che blanche) pre´sentent des unite´s de 2e/3e ordre
partiellement fusionne´es. g) Zoom sur des lamelles de 2e ordre anormalement e´paisses, probable-
ment constitue´es de plusieurs lamelles de 2e ordre fusionne´es. h-j) Images AFM (mode tapping).
h) Image de topographie dans une lamelle de 1er ordre. i) Image de phase des unite´s de 3e ordre.
j) Image de phase montrant leur composition granulaire (fle`che blanche).
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3.1.3 Caracte´risation biochimique in-situ
Les canalicules (Figure 59a) laisse´s, du vivant de l’animal, par les organismes microperforants
ayant attaque´ la face externe de sa coquille, pre´sentent toujours une re´ponse de fluorescence sous
excitation UV, confirmant la pre´sence de mate´riel organique (riche en S, comme on a pu le voir
pre´ce´demment). L’acridine orange ne colore d’ailleurs plus que ces canalicules, et ne pre´sente plus
aucune affinite´ avec la surface : la coloration ne re´ve`le aucune organisation microstructurale (Figure
59e).
De meˆme, si les couches calcitiques pre´sentent une fluorescence tre`s intense (Figure 59b), celle-
ci ne re´ve`le aucun motif microstructural particulier. Les causes d’une telle fluorescence, homoge`ne
et inde´pendante de la microstructure, peuvent eˆtre varie´es ; Shopov (2004) a ainsi liste´ plus de
24 activateurs potentiels de fluorescence dans les calcites ge´ologiques, les plus communs e´tant
ge´ne´ralement des cations en substitution dans la maille cristalline en tre`s faibles quantite´s (Mn2+,
Fe3+, Pb2+, Ce3+, etc.) (Sidike et al., 2006), ou bien des mole´cules (acides humiques, fulviques,
esters organiques, etc.) ou radicaux libres adsorbe´s dans les de´fauts cristallins. Les recolorations
ocres-brunes que l’on peut observer se propageant depuis la surface externe, parfois limite´es a`
une fine couche et disparaissant progressivement (Figure 59c), ou se propageant sur une grande
e´paisseur pour s’arreˆter suivant un front marque´ (Figure 59d), sont ainsi probablement lie´es a`
la migration d’acides humiques/fulviques ou de Fe/Mn en provenance du se´diment. L’origine de
la fluorescence intrinse`que de la calcite est moins claire, mais pourrait indiquer une modification
fondamentale de la maille cristalline, ne´cessaire afin d’inclure de nouveaux atomes en substitution,
telle qu’on l’observe fre´quemment dans les calcites ge´ologiques (spe´le´othe`mes, etc.). Il faut bien
pre´ciser que, si une telle alte´ration a re´ellement eu lieu, cette dernie`re s’est produite en conser-
vant les motifs de la microstructure folie´e croise´e a` toutes les e´chelles, et impliquerait donc une
recristallisation (partielle ? ?) particulie`rement fine - observation d’ailleurs assez cohe´rente avec la
pre´sence de sous-unite´s anguleuses dans les lattes de 3e ordre.
Il faut avoir recours a` la microscopie confocale pour trouver la trace de compose´s organiques
conserve´s in-situ, dont le signal de fluorescence est trop faible et se perd dans le bruit de fond
de fluorescence. On peut observer que certaines stries de croissance, tre`s irre´gulie`rement re´parties,
pre´sentent encore une autofluorescence naturelle (Figure 59f). Ces observations confirment aussi
la disparition des enveloppes organiques entre lamelles du 1er ordre (Figure 59f). Sur les spectres
re´alise´s au microscope confocal Raman, seuls les pics usuels de la calcite sont de´tecte´s (Figure
59g) ; l’alternance des orientations ente les lamelles du 1er ordre est conserve´e, comme l’on peut le
confirmer par la distribution du ratio des pics Lc/ν1 (Figure 59h). Aucune autre phase mine´rale ou
organique n’est de´tecte´e, et, en particulier, les pics des polye`nes a` 1134 cm−1 et 1525 cm−1 sont
absents (Figure 59i) : les polye`nes contenant de nombreuses familles de pigments (carote´no¨ıdes,
etc.), cette observation concorde avec la de´pigmentation ge´ne´rale de la coquille. Seules certaines
stries de croissance pre´sentent encore une fluorescence marque´e, alors que de grandes zones en sont
pratiquement de´pourvues (Figure 59j), confirmant une conservation tre`s he´te´roge`ne des compose´s
organiques : les mole´cules pre´serve´es le sont par contre in-situ, au sein de certaines stries de
croissance.
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Figure 59 – Microscopie de fluorescence et confocale laser sur les couches externes calcitiques
d’une coquille de Patella sp. fossile. a) Fluorescence re´siduelle des canalicules laisse´s par des orga-
nismes microperforants sur la surface externe de la coquille (excitation UV). b) Forte fluorescence
intrinse`que, sur la face interne de la couche m+2. c-d) Changements subtil (c) et marque´ (d) de la
couleur de fluorescence a` proximite´ du contact avec le se´diment. e) Test de coloration a` l’acridine
orange. Quelques canalicules laisse´s par les microperforants sont colore´s en orange-rouge ; ni la
striation de croissance, ni la microstructure ne sont colore´es. f) Image de fluorescence naturelle
(excitation de 488 nm) en microscopie confocale laser : quelques stries de croissance pre´sentent
une forte fluorescence (fle`ches blanches) mais aucune enveloppe se´parant les lamelles de 1er ordre
(marque´es d’un ”I”) n’est visible. g) Un spectre Raman issu d’un des scans suivants, pre´sentant
les pics de la calcite mais aucune bandes de polye`nes. h) Carte confocale Raman de distribution
du ratio des pics Lc (mode libration, 282 cm
−1) / ν1 (e´longation syme´trique en mode interne, 1085
cm−1), mettant en valeur les changements alternatifs conserve´s d’orientation entre lamelles du 1er
ordre. i) Carte de distribution a` 1525 cm−1 (position the´orique d’un pic des polye`nes) j) Carte de
distribution de l’intensite´ de bruit de fond entre 2400 et 2500 cm−1, corre´le´es a` la fluorescence de
l’e´chantillon. Les fle`ches marquent une strie de croissance conserve´e.
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Ces coquilles de Patella sp. apparaissent ainsi a` premie`re vue bien conserve´es (mine´ralogie
des couches, distribution des e´le´ments traces, etc.). En particulier, la microstructure des
couches folie´es croise´es semblent bien pre´serve´e, ou` l’on retrouve l’organisation usuelle
des lamelles de 1er, 2e et 3e ordre. Meˆme le mate´riel organique emplissant les canalicules
laisse´s par les microperforants est conserve´.
L’effet sur la matrice organique des couches folie´es croise´es est plus notable. Celle-ci a
subi une diage´ne`se diffe´rentielle marque´e par la disparition syste´matique du re´seau d’en-
veloppes organiques qui enveloppaient les unite´s microstructurales a` toutes les e´chelles.
D’autres compose´s organiques ont par ailleurs aussi disparu, ou ont e´te´ assez alte´re´s
pour ne plus eˆtre de´tectables ; pourtant, une partie substantielle de la phase organique
est ne´anmoins conserve´e, qui plus est in-situ, distribue´e dans certaines stries de crois-
sance.
Mais cette diage´ne`se de la matrice organique n’est pas sans effet sur la phase mine´rale,
et la disparition des enveloppes organiques peut eˆtre corre´le´e a` une diage´ne`se subtile des
unite´s microstructurales a` leur contact. Des traces d’une recristallisation tre`s fine sont
ainsi de´tecte´es aux contacts entre lamelles du 1er ordre, comme la pre´sence de sous-unite´s
pre´sentant des facettes cristallines dans les lattes de 3e ordre, ainsi qu’une fusion partielle
des lits de 2e ordre, corre´lable a` la disparition des enveloppes de´limitant les lamelles de
2e/3e ordre.
Ces enveloppes ont, comme on a pu le voir dans les chapitres pre´ce´dents, un
roˆle fondamental dans la de´limitation late´rale des unite´s structurales au cours de
la cristallisation ; leur disparition constitue une e´tape importante dans l’e´volution
diage´ne´tique/taphonomique des coquilles, meˆme re´centes.
Cette diage´ne`se diffe´rentielle de la phase organique est somme toute logique : les mole´cules
constituant les enveloppes ”purement” organiques sont plus labiles que les mole´cules
qui sont incluses dans le mine´ral a` fine e´chelle, et sont donc de´grade´es en premier lors
des processus de fossilisation (hydrolyse, etc.). Un exemple classique illustre d’ailleurs
assez bien ce phe´nome`ne : la de´gradation des enveloppes se´parant les prismes de Pinna
conduit ainsi a` leur dissociation, et, finalement, a` la disparition tre`s rapide de la couche
prismatique peu apre`s la mort de l’animal (Cuif et Dauphin, 2003).
3.1.4 Extraits organiques
Au vu des faibles teneurs en compose´s organiques que l’on peut escompter extraire des coquilles
fossiles et le nombre limite´ de spe´cimens, la totalite´ des couches est broye´e pour re´aliser l’extraction
et l’analyse de la fraction organique soluble, et tenter de de´tecter un effet diage´ne´tique sur les
compositions biochimiques.
En chromatographie d’exclusion ste´rique, on observe une relative bonne conservation qualitative
des familles de mole´cules se´pare´es selon leurs poids mole´culaires ; meˆme si difficilement quantifiable,
la teneur en compose´s organiques des coquilles fossiles n’est pas ne´gligeable (Figure 60).
Deux effets diage´ne´tiques majeurs sont observe´s :
1. La disparition des mole´cules les plus grosses (dont le poids mole´cule de´passe, environ, les 100
kDa).
2. La disparition conjointe des faibles poids mole´culaires, qui se traduit par l’affinement asyme´trique
des pics sur le diffractogramme.
Notre hypothe`se d’une diage´ne`se diffe´rentielle semble ainsi se confirmer, peut eˆtre lie´e a` l’action
d’une circulation fluide. Celle-ci aurait ainsi pour effet : 1/l’hydrolyse pre´fe´rentielle des plus grosses
mole´cules qui se retrouvent alors fragmente´es en plus petites mole´cules, facilement mobilisables.
2/le lessivage des plus petits poids mole´culaires.
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Figure 60 – Chromatographie liquide
(HPLC) de la fraction soluble (MOS) de la
phase organique extraite de toute la coquille
d’une Patella vulgata actuelle et d’une Patella
sp. fossile (Couche 8 de la grotte El Harhoura
2). Chromatogrammes a` : 226 nm (a), 280
nm (b) et signal de re´fractome`tre (c). d)
Les chromatogrammes de la BSA et de la
thyroglobuline sont indicatifs des temps de
re´tention de standards de poids mole´culaires
connus.
3.1.5 Effet de cuisson
Une question en particulier, relative aux habitudes culinaires des populations ate´riennes ayant
consomme´ ces patelles, s’est pose´e : a` savoir si ces dernie`res avaient e´te´ cuites ou consomme´es crues
et si l’on pouvait, par l’interme´diaire des coquilles, mettre en e´vidence des indices de cuisson. Tout
indice potentiel d’une utilisation du feu, il y a ˜100 ka dans le nord du Maroc, semble en effet
susciter un certain inte´reˆt de la part des arche´ologues.
Si les effets d’une forte cuisson sont aise´ment de´tectables sur les coquilles de mollusques (trans-
formation de la phase mine´rale, modifications structurales/microstructurales, etc. - Bonizzoni et al.,
2009; Collins, 2012) et ne nous aurait probablement pas e´chappe´ lors des investigations de´crites
ci-dessus, les effets d’une cuisson rapide et/ou peu intense pourraient eˆtre plus subtils. Comme vu
pre´ce´demment, la diage´ne`se diffe´rentielle de la phase organique a conduit, dans ces fossiles, a` une
relative bonne pre´servation in-situ de certaines mole´cules (notamment au sein des stries de crois-
sance) : nous tenterons ainsi de de´terminer si la composition de cette phase organique pre´serve´e
peut servir de traceur potentiel de cuisson.
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Spectroscopie FT-IR sur poudre
En premie`re approche, le couplage de la spectroscopie FT-IR sur poudre (coquille totale) avec
la thermogravime´trie (ATG) semble constituer un bon moyen de tracer l’e´volution des mole´cules
organiques selon la tempe´rature de cuisson : les spectres d’une coquille actuelle et d’une coquille
fossile re´ve`lent en effet de´ja` de notables diffe´rences, dont la disparition de certaines bandes amide
I (Figure 61b) mais aussi la conservation des bandes lie´es aux groupements -CH (Figure 61a).
L’effet d’un chauffage a` 550°C est flagrant sur la poudre issue d’une coquille actuelle : on
provoque ainsi la disparition comple`te des bandes amide I et amide A, alors que les bandes des
groupements -CH sont conserve´es (Figure 61c-e).
Nous pouvons suivre l’e´volution du de´gazage au cours de la monte´e en tempe´rature en ATG, le
montage permettant de de´tecter de tre`s faibles quantite´s de gaz e´mis (on peut par exemple suivre
la disparition des bandes IR d’eau, qui correspondent a` l’adsorption de l’humidite´ ambiante sur la
poudre au contact de l’air aux alentours de 100°C, figure 61f).
Sur l’e´chantillon actuel pre´alablement chauffe´, on n’observe le de´gazage des groupements -CH
qu’apre`s avoir de´passe´ la barre des 600 °C (Figure 61f) - c’est a` dire bien apre`s le de´but du
de´gazage du CO2, qui trace la tempe´rature du de´but de la de´stabilisation de la calcite lors de sa
transformation en chaux vive (CaCO3 → CaO + CO2) : les mole´cules contenant ces groupements
sont tre`s probablement associe´es assez intimement avec le mine´ral, pour n’eˆtre libe´re´es que lors de
la transformation reconstructive de ce dernier, qui de´truit comple`tement la structure carbonate´e.
On notera, lors de la chauffe d’un e´chantillon actuel (Figure 61f) le de´gazage aux alentours de
350 °C d’un compose´, qui pre´sente deux pics marque´s a` 930 et 965 cm−1 : ce dernier correspond
parfaitement avec un standard de NH3 (Figure 61g), que l’on corre`lera au de´gazage issu de la
de´stabilisation des mole´cules contenant des groupements amide (c’est a` dire des compose´s contenant
au moins un groupe carbonyle lie´ a` un atome d’azote). Sur un e´chantillon fossile, seul le de´gazage
des mole´cules contenant des groupements -CH est visible (Figure 61h).
Les mole´cules contenant des groupements -CH (dont les lipides constituent la majeure partie)
semblent ainsi re´sister assez bien au chauffage : il faut des tempe´ratures assez e´leve´es pour parvenir
a` les de´truire (au contraire des mole´cules contenant des groupements amide, qui disparaissent assez
vite).
On retrouve en outre ces compose´s contenant des groupements -CH dans les coquilles fossiles ;
assez re´sistantes pour ne pas eˆtre de´truites par la chauffe, elles ne sont pas moins susceptibles de
le´ge`res modifications, et l’e´volution de leur composition biochimique pourrait ainsi constituer un
traceur potentiel.
Note : L’analyse thermogravime´trique couple´e a` la spectroscopie FT-IR a donne´ lieu, dans
la litte´rature, a` des estimations de la teneur en mate´riel organique des tests carbonate´s d’origine
bioge´nique (de l’ordre de 2,5%, estime´ par exemple pour les coraux, Cuif et al., 2004). Mais ces
estimations ne se basent que sur la perte en poids observe´e entre 250 °C et 450 °C, et ne prennent
ainsi pas en compte les mole´cules, qui ne partent qu’apre`s la de´stabilisation de la phase mine´rale
vers 550-600 °C (telles les mole´cules contenant des groupements -CH) : ces teneurs sont donc
potentiellement sous-estime´es.
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Figure 61 – Test de cuisson - Spectroscopie FT-IR. a) Spectres sur poudre totale issue d’une
Patella vulgata actuelle et d’une Patella sp. fossile (Couche 8, grotte El Harhoura 2). b) Zoom sur
la gamme des pics correspondant aux vibrations des groupements amide I. c-e) Spectres sur poudre
totale d’une coquille de Patella vulgata actuelle, avant et apre`s chauffage a` 550 °C pendant 30 min.
c) Spectres totaux. d) Zoom sur la gamme des pics correspondant aux vibrations des groupements
amide I. e) Zoom sur la gamme des pics correspondant aux vibrations des groupements amide A et
groupements -CH. f-h) Couplage ATG-FT-IR sur poudre totale issue d’une Patella vulgata actuelle,
chauffe´e pre´alablement ou non (f) et d’une Patella sp. fossile (Couche 8, grotte El Harhoura 2)
(h) . g) Spectre du de´gazage a` 350 °C d’une Patella vulgata actuelle non chauffe´e compare´e a` un
standard de NH3.
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Fraction lipidique
Des analyses en chromatographie gazeuse (GC) sont re´alise´es sur la fraction lipidique de la phase
organique extraite de la totalite´ de coquilles actuelles que l’on aura, pour tenter de s’approcher
au mieux des pratiques des populations ate´riennes, chauffe´es ou non au feu de bois (5 min) avant
broyage.
Les re´sultats confirment la bonne tenue de la fraction lipidique lors de la chauffe : elle est
dans l’ensemble peu modifie´e (Figure 62). Si la majorite´ des mole´cules est conserve´e, on notera
tout de meˆme quelques variations : ainsi, une petite partie des mole´cules a` fort encombrement
ste´rique (ou tre`s fonctionnalise´es, temps de re´tention de 115 a` 120 min) disparait lors de la cuisson,
probablement alte´re´es en mole´cules plus petites/moins fonctionnalise´es, que l’on voit apparaitre sur
le chromatogramme de l’e´chantillon cuit (temps de re´tention entre 30 et 40 min). Cette de´gradation
se´lective lors de la chauffe pourrait bien constituer un bon traceur de cuisson.
Malheureusement l’interpre´tation du chromatogramme de l’e´chantillon fossile n’est pas si e´vidente :
on notera ainsi la pre´sence de nouveaux pics, absents des e´chantillons actuels (mole´cules modifie´es
par la diage´ne`se ?), entre 105 et 115 min. On de´tecte cependant la pre´sence du pic des mole´cules
a` fort encombrement ste´rique/tre`s fonctionnalise´es qui auraient duˆ disparaitre lors de la chauffe
(ainsi que l’absence du pic correspondant aux mole´cules petites/moins fonctionnalise´es qui de-
vraient re´sulter de la de´stabilisation des pre´ce´dentes) :
Les re´sultats de ces e´tudes pre´liminaires semblent donc indiquer que ces patelles fossiles
(malheureusement pour nos arche´ologues) aient e´te´ consomme´es crues.
Figure 62 – Test de cuisson - Chromatographie en phase gazeuse des fractions lipidiques issues de
coquilles de Patella sp. fossile (Couche 8, grotte El Harhoura 2), et de coquilles de Patella vulgata
actuelles cuites ou non au feu de bois.
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3.2 Velates perversus (˜ 50 Ma, Mercin-et-Vaux, France)
3.2.1 Contexte
Faisant partie de la famille des Neritidae, le genre Velates est aujourd’hui e´teint : son extension
stratigraphique s’e´tend du Pale´oce`ne moyen (Thane´tien) jusqu’a` l’E´oce`ne supe´rieur (Priabonien),
mais certaines identifications controverse´es pourraient la prolonger jusqu’a` l’Oligoce`ne moyen, ce
qui lui confe`rerait ainsi l’une des longe´vite´s les plus importantes (25 Ma) constate´es chez un
Prosobranche (Plaziat, 2012). Son extension ge´ographique est de meˆme conside´rable pour une
espe`ce benthique : re´pute´ caracte´ristique des peuplements de mers chaudes de type te´thysien, on
en trouve des spe´cimens de la Californie a` Java, en passant par l’Europe et le domaine himalayen.
Figure 63 – Contexte du gisement de Velates perversus (faluns de Pierrefonds). a) Carte du bassin
de Paris lors du maximum de la transgression marine du Cuisien moyen et localisation du stratotype
du Cuisien (Cuise-la-Motte), d’apre`s Plaziat (1981). Les directions des apports fluviatiles majeurs
sont indique´es d’une fle`che. b) Un exemple de stratigraphie de l’Ypre´sien-Lute´tien Soissonnais :
coupe de la carrie`re de Roy-St-Nicolas (horizon de Pierrefonds en vert), d’apre`s Feugueur (1963). c)
Pale´oge´ographie de l’Ypre´sien Supe´rieur : Cuisien supe´rieur (horizon d’Aizy) et infe´rieur (horizon
de Pierrefonds - en vert), d’apre`s Feugueur (1963). En jaunes les de´poˆts fluviatiles de´tritiques.
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Le grand Velates de l’Ypre´sien du bassin de Paris est le repre´sentant le plus ce´le`bre (et l’espe`ce-
type) du genre, connu depuis plus de 200 ans, mais ayant change´ de de´nomination a` de multiples
reprises : Nerita schmideliana (Chemnitz et al., 1788), Nerita perversa (Gmelin, 1788), Nerita
conoidea (Lamarck, 1804), avant que De Montfort (1810) ne lui attribue un genre propre, Velates.
La taxonomie des espe`ces est extreˆmement confuse, ce meˆme taxon (a` l’origine formant un genre
monospe´cifique) e´tant alternativement nomme´ V. schmidtdeli, V. schmiedeli, V. schmidelianus
(Cossmann et Pissarro, 1910-1913) ou V. perversus (s’y sont par la suite ajoute´s des taxons ap-
partenant a` des espe`ces diffe´rentes, changeant alle`grement de de´nomination et d’espe`ce...) : nous
reprendrons dans cette e´tude l’appellation V. perversus commune´ment accepte´e pour ce taxon.
Les spe´cimens proviennent de l’Est du bassin parisien (Mercin-et-Vaux, Aisne) ; ils sont issus
des faluns de Pierrefonds que l’on peut trouver dans les sables du Cuisien (53-49 Ma). Ce site
se trouvait, au cours de la transgression marine du Cuisien moyen, situe´ a` proximite´ de la coˆte,
au large de l’embouchure probable d’un syste`me fluviatile important (Figure 63a). L’horizon de
Pierrefonds (˜1 m d’e´paisseur), sableux avec une forte composante argileuse, y pre´sente une ma-
crofaune abondante (notamment en Nummulites et Turritelles, mais aussi en Velates perversus)
et particulie`rement bien pre´serve´e : il se distingue d’ailleurs tre`s aise´ment des sables cuisiens des
niveaux supe´rieurs et infe´rieurs, peu fossilife`res.
L’e´tat de pre´servation des coquilles, assez exceptionnel, peut eˆtre en partie explique´ par le
contexte ge´ologique. Comme l’illustre cette coupe re´alise´e non loin du lieu de collecte (d’apre`s
Feugueur (1963), figure 63b), la pre´sence d’inter-lits argileux en alternance avec les bancs sableux
(eux aussi fortement argileux) a pu permettre de pre´server localement certains facie`s des eaux
d’infiltration. Ces dernie`res doivent de plus, avant d’atteindre les sables du Cuisien, percoler a`
travers une e´paisseur importante de calcaires blancs, de´pose´e au cours de la transgression marine
lute´tienne : elles sont ainsi tamponne´es par l’encaissant avec d’atteindre les niveaux fossilife`res,
pre´servant ces derniers de phe´nome`nes de dissolution majeurs.
Plusieurs indices tendent de plus a` faire soupc¸onner un enfouissement assez rapide des coquilles :
la pre´sence d’un granoclassement au sein de l’horizon de Pierrefonds, associe´ a` des traces d’usure
typiques sur une grande partie des coquilles, laissent supposer la de´stabilisation suivie du transport
des se´diments formant initialement le de´poˆt coquillife`re. Ces processus rapides sont favorise´s par
les apports de´tritiques importants que l’on est en droit d’attendre a` l’embouchure d’un fleuve, dont
la pre´sence est par ailleurs atteste´e par le de´poˆt synchrone de se´diments fluviatiles au sud et a` l’est
du bassin (sables fluvio-lagunaires, poudingues, etc. figure 63c). Cet enfouissement rapide aurait
ainsi pre´serve´ les coquilles des effets de diage´ne`se pre´coce, qui alte`rent rapidement les coquilles
abandonne´es sur le fond marin apre`s la mort de l’animal.
3.2.2 Morphologie et Microstructure
Les coquilles des Velates sont caracte´ristiques de par leur forme ”patelliforme” (en coˆne aplati),
et la pre´sence d’un cal qui couvre la face interne du dernier tour de spire formant la base de la co-
quille et leur enroulement (Figure 64a), dont la direction varie au cours de l’ontoge´ne`se (Woodward,
1892). La surface externe n’est pas ornemente´e.
Les coquilles issues du gisement de Mercin-et-Vaux posse`dent encore toutes leur couche externe
calcitique, caracte´ristique des Neritacea (Suzuki et al., 1991), tre`s fine et de plus vernisse´e chez
Velates (Figure 64b-c) ; la couche interne est, elle, toujours aragonitique (Figure 64d).
Les processus de remobilisation (cf section 1.1.4 page 21) sont particulie`rement de´veloppe´s chez
ce taxon, ce qui complexifie l’architecture de la coquille : dans les coquilles adultes, la columelle
a par exemple pratiquement disparu, remplace´e par un pilier ne´oforme´ (Plaziat, 2012). Pour nous
affranchir de cette complexite´, et par souci de comparaison directe avec Nerita (cf Chapitre 1),
nous limiterons les observations a` la bordure externe du pe´ristome (Figure 64e).
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Cette dernie`re est parfois incomple`te (Figure 64a,c), souvent fracture´e (Figure 64f). On ob-
serve par endroits des recristallisations importantes sur sa face interne (Figure 64f) mais, dans
l’ensemble, on voit toujours aﬄeurer a` fine e´chelle les motifs transverses des lamelles de 1er ordre
de la microstructure lamellaire-croise´e (toujours aragonitique), qui constituent la couche interne
(Figure 64g). Une simple surface polie d’une section radiale (Figure 64h) permet de re´ve´ler les
striations de croissance dans les couches interne et externe, et les lamelles de 1er ordre formant
l’e´paisseur de la couche interne (Figure 64i).
Un premier effet de l’alte´ration diage´ne´tique est de´ja` visible a` l’œil nu sur cette section radiale :
des lentilles blanchaˆtres sont apparentes dans l’e´paisseur de la couche interne (Figure 64h), d’aspect
crayeux, alors que la partie la plus proche de la surface interne semble a` premie`re vue bien mieux
pre´serve´e (Figure 64j).
Les observations en LPA (Figure 65a) et en fluorescence (Figure 65b) re´ve`lent une bonne conser-
vation des microstructures des deux couches, ainsi que de la striation de croissance, notamment
tre`s visible en fluorescence dans la couche externe (Figure 65b) ; les fibres constituant cette dernie`re
(la` encore, nous pre´fe´rons cette appellation a` celle de ”prismatique”, telle qu’est de´crite la couche
externe des Neritidae dans la litte´rature - Bøggild, 1930) sont radiaires (Figure 65c-d) et semblent
a` premie`re vue parfaitement conserve´es (Figure 65e). De meˆme pour la structure lamellaire-croise´e
de la couche interne : on reconnait aise´ment l’alternance d’orientations des lits du 2e ordre entre
lamelles du 1er ordre (Figure 65f), et les unite´s de 3e ordre individuelles (Figure 65g), continues
a` travers des incre´ments de croissance successifs (Figure 65h). Les incre´ments de croissance sont
encore bien marque´s, meˆme en LPNA (Figure 65i-j).
Les incre´ments de croissance majeurs des coquilles des Velates (Figure 64e) fournissent l’occa-
sion d’une observation particulie`rement inte´ressante concernant les me´canismes de biomine´ralisation.
Ces accidents sont en effet les marques de phases de retrait partiel du manteau, au cours desquelles
la limite entre parties se´cre´tant les couches calcitique et aragonitique recule (le manteau se´cre`te
alors de la calcite au dessus de l’aragonite, comme illustre´ figure 65k). C’est en fait toute la se´rie
de cellules hautement spe´cialise´es (que l’on a pu mettre en e´vidence dans le cas de la ne´rite, sec-
tion 1.2.4 page 40) qui recule, et ce sur toute la surface de mine´ralisation le long de la strie de
croissance correspondante. Ce retrait (pourtant la marque d’une discontinuite´ de se´cre´tion) n’af-
fecte pas, en amont, la continuite´ des unite´s de 1er ordre, qui se prolongent a` travers cette strie de
croissance (Figure 65l) - alors que celles-ci sont se´cre´te´es par des zones diffe´rentes du manteau. En
aval, cependant, la structure de l’une des lamelles de 1er ordre est perturbe´e lorsque le manteau
prograde de nouveau (Figure 65m) : il n’est alors capable de prolonger qu’une seule des deux li-
mites de la lamelle, la seconde e´tant masque´e par la calcite de´pose´e a` l’occasion du retrait (Figure
65m), et cette unite´ s’e´tend ainsi late´ralement sur plusieurs centaines de microns (Figure 65l). Cet
exemple illustre le roˆle fondamental des enveloppes entre unite´s de 1er ordre, comme de´limiteurs
late´raux des unite´s structurales.
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Figure 64 – E´tat apparent d’une coquille de Velates perversus (Mercin-et Vaux, Cuisien). a)
Vue ventrale. b) Vue de l’ouverture. c) Cassure radiale proche de la bordure de croissance. d)
Diffractogrammes RX des couches externes (calcite) et internes (aragonite). Des traces de quartz
sont de´tecte´es dans la couche externe. e) Section radiale polie de la bordure de croissance au
pe´ristome de la coquille. f) Surface de la couche interne du pe´ristome. La fle`che marque une figure
de recristallisation (facettes d’un cristal idiomorphe) sur la surface interne. g) Aﬄeurement des
lamelles de 1er ordre transverses sur la surface de croissance. h) Section radiale polie de la bordure
de croissance au pe´ristome. Une zone blanchaˆtre d’aspect crayeux est visible au cœur de la couche
interne. i) Transition entre les couches calcitiques (C) et aragonitique (A), et striation de croissance
(ligne verte discontinue). j) Zone ”indure´e” sur une petite e´paisseur a` partir de la surface interne,
et zone d’aspect crayeux dans l’e´paisseur de la couche interne.
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Figure 65 – Microstructure d’une coquille de Velates perversus (Mercin-et Vaux, Cuisien). a)
Lame mince fine en LPA de la transition entre les couches calcitiques (C) et aragonitique (A),
et striation de croissance (ligne verte discontinue). b-c) Images en microscopie d’e´pifluorescence
(b) et MEB (c) (cassure fraiche non traite´e) de la transition. d-e) Vues en lame mince (LPA) (d)
et MEB (e) des fibres radiaires calcitiques constituant la couche externe. f) Vue MEB (cassure
fraiche non traite´e) de l’alternance d’orientation entre lamelles de 1er ordre constituant la couche
interne a` proximite´ de la transition. g-h) Zooms montrant les unite´s de 3e ordre continues a` travers
plusieurs incre´ments de croissance (fle`ches vertes). i-j) Vues LPNA (i) et LPA (j) en lame mince des
lamelles de 1er ordre et de la striation de croissance (fle`ches vertes). k-m) Retrait du manteau. k)
Lame mince fine en LPA. Les fle`ches marquent les directions d’allongement et d’e´paississement de
la coquille. Les lignes pointille´es marquent les positions successives du manteau. l) Carte confocal
Raman de fluorescence (distribution de l’intensite´ de bruit de fond entre 2400 et 2500 cm−1). Les
fle`ches jaunes marquent une lamelle de 1er ordre continue malgre´ le retrait du manteau. m) Lame
mince fine en LPA. Les fle`ches marquent les deux limites d’une unite´ de 1er ordre, la premie`re
continue, la seconde s’arreˆtant au moment du retrait du manteau.
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3.2.3 E´volution diage´ne´tique
Les observations MEB d’une surface polie confirment une forte porosite´ au sein des lentilles
d’apparence ”crayeuses” et blanchaˆtres a` l’œil nu (Figure 66a-c). La transition est d’ailleurs assez
rapide entre les zones alte´re´es et les zones apparemment plus indure´es, proches de la surface interne
(Figure 66d). En lames minces, dans cette zone indure´e, on distingue nettement une deuxie`me phase
mine´rale recristallise´e entre les lamelles de 1er ordre en LPA (Figure 66e). Si aucune lame mince
n’a pu eˆtre effectue´e dans la zone poreuse (trop fragile), a` proximite´ de celle-ci, on peut tout de
meˆme discerner que ces recristallisations ne sont plus tout a` fait continues (Figure 66f).
En effet, la zone ”crayeuse” correspond a` une porosite´, qui est localise´e entre les lamelles de 1er
ordre : celle-ci re´sulte probablement de la disparition des enveloppes (ou ”patchworks”) discontinues
se´parant les unite´s de 1er ordre dans la microstructure lamellaire-croise´e (cf section 2.1). Cette
porosite´ est localement comble´e par des cristaux ne´oforme´s, discontinus dans la zone crayeuse et
pre´sentant des morphologies anguleuses et des facettes cristallines (Figure 66g) ; l’utilisation de
la microscopie confocale Raman confirme par ailleurs leur mine´ralogie aragonitique (Figure 66h).
Dans les zones indure´es, qui e´taient en apparence mieux pre´serve´es a` proximite´ de la surface
interne, ces recristallisations existent toujours : elles ont simplement comble´ l’inte´gralite´ de la
porosite´ pre´-existante et sont connecte´es (Figure 66i-l).
Ces observations sugge`rent ainsi un me´canisme en deux phases : 1/une phase de dissolution
des bordures des lamelles de 1er ordre, a` la suite de la disparition des enveloppes organiques entre
les lamelles : celle-ci a alors libe´re´ un espace pre´fe´rentiel pour la circulation de fluides (le´ge`rement
acides), qui ont ainsi pu creuser une porosite´ dans l’e´paisseur de la couche lamellaire-croise´e. 2/la
recristallisation d’une seconde phase aragonitique ne´oforme´e dans la porosite´ cre´e´e pre´ce´demment,
qui a comble´ inte´gralement cette dernie`re a` proximite´ de la surface interne, mais qui a laisse´ une
porosite´ re´siduelle dans les zones les plus centrales.
D’autres traces de recristallisations sont par ailleurs visibles :
– au niveau de la zone de transition entre couches interne et externe (Figure 66m), d’ou` des
flamme`ches de recristallisations partent et se propagent entre les unite´s de 1er ordre.
– dans certaines porosite´s importantes dans la couche externe (Figure 66n).
Une coloration de Feigl confirme par ailleurs les mesures RX : il n’y a pas de traces de calcite
dans la couche interne (ni d’aragonite dans la couche externe) (Figure 66o-p).
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Figure 66 – Velates perversus (Mercin-et Vaux, Cuisien) - effet de diage´ne`se. a) Section radiale
polie du pe´ristome. b-d) Vue MEB (surface polie non traite´e) de (a). b-c) Porosite´ de la zone
crayeuse. d) Disparition de la porosite´, late´ralement, a` proximite´ de la surface interne. e-f) Lame
mince fine en LPA des lamelles de 1er ordre en bordure de la zone crayeuse. Les fle`ches marquent
une seconde phase recristallise´e (couleur de polarisation uniforme) entre les lamelles de 1er ordre.
g) Vue MEB des cristaux cristallise´s dans la porosite´ re´siduelle entre les lamelles de 1er ordre dans
la zone crayeuse. La fle`che indique des cristaux isole´s pre´sentant des facettes anguleuses. h) Carte
confocale Raman de distribution de l’intensite´ du pic de libration L de l’aragonite (206 cm−1),
confirmant la nature aragonitique de la phase recristallise´e dans la porosite´. i-l) Vues MEB des
recristallisations en dehors de la zone crayeuse, qui comblent presque inte´gralement la porosite´
entre les lamelles de 1er ordre (l). m) Flamme`ches de recristallisation de la zone de transition entre
couches calcitique (C) et aragonitique (A) (se propageant ente les lamelles de 1er ordre). n) Une
recristallisation massive dans la calcite. o-p) Coloration Feigl, confirmant a` petite e´chelle la nature
toujours aragonitique de la couche interne.
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Figure 67 – Diage´ne`se a` l’e´chelle sub-microme´trique dans une coquille de Velates perversus
(Mercin-et Vaux, Cuisien). a-e) Images AFM (mode tapping) de la couche interne lamellaire-
croise´e. a-b) Images de topographie (a) et de phase (b) des cristaux de recristallisation au contact
entre deux lamelles de 1er ordre. c-e) Images de topographie c) et de phase (d-) des cristaux de
recristallisation de remplissage pre´sentant des faces de croissances anguleuses (fle`che). e) Zoom sur
une zone ou` les sous-unite´s granulaires ont e´te´ pre´serve´es. f-i) Images AFM (mode tapping) de
la couche externe calcitique. f-g) Images de phase d’une zone partiellement pre´serve´e, pre´sentant
des sous-unite´s granulaires pre´serve´es (g), au contact de tre`s petits cristaux de recristallisation
idiomorphes. h-i) Images de topographie (h) et de phase (i) d’une zone recristallise´e, pre´sentant
des cristaux a` facettes et areˆtes.
A l’e´chelle sub-microme´trique, on observe bien dans la couche lamellaire-croise´e interne les cris-
taux d’aragonite ne´oforme´s de´crits pre´ce´demment : ils comblent la porosite´ de fac¸on de´sordonne´e
(Figure 67a-b) et pre´sentent une morphologie de cristaux de remplissage avec des facettes idio-
morphes (Figure 67c-d). Au contact de cette phase ne´oforme´e, on retrouve ne´anmoins le motif
typique des sous-unite´s granulaires ovo¨ıdes qui constituent encore les unite´s de 3e ordre (Figure
67e).
On trouve aussi par endroits, dans la couche externe calcitique, des ilots ou` la composition
granulaire des fibres (que l’on avait pu e´tablir dans la couche externe d’une coquille actuelle de
Nerita, cf figure 29a-d) est pre´serve´e (Figure 67f-g). Au contact imme´diat des granules, toutefois,
on observe des sous-unite´s a` facettes idiomorphes (Figure 67g), de tre`s petites dimensions (< 100
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nm) : celles-ci forment en fait la majeure partie de la surface de l’e´chantillon observe´e, qui pre´sente
ainsi a` l’AFM un relief constitue´ de facettes et d’areˆtes cristallines (Figure 67h-i).
Ces coquilles de Velates perversus (Mercin-et-Vaux), malgre´ leur bon e´tat de pre´servation
apparent, pre´sentent ne´anmoins des transformations diage´ne´tiques importantes a` l’e´chelle
microstructurale.
On notera principalement deux phases diage´ne´tiques distinctes :
1/ la formation d’une porosite´ entre lamelles de 1er ordre lors d’une phase de dissolution
2/ le remplissage (partiel ou non) de cette porosite´ par une phase mine´rale ne´oforme´e.
La disparition des enveloppes entre les unite´s de 1er ordre a probablement pre´ce´de´, et
favorise´, cette dissolution pre´fe´rentielle au niveau des bordures des lamelles de 1er ordre.
Le re´sultat de cette diage´ne`se n’est pas, apriori, intuitif : on notera ainsi que la micro-
structure a` proximite´ de la surface interne, qui semblait a` l’œil mieux pre´serve´e, est en
re´alite´ celle contenant une plus grande quantite´ de cristaux ne´oforme´s, alors que les len-
tilles ”crayeuses” blanchaˆtres situe´es dans l’e´paisseur de la couche sont reste´es les moins
affecte´es par la phase de recristallisation (la cimentation de la porosite´ n’a pu atteindre
le cœur de la couche).
A e´chelle sub-microme´trique, on retrouve dans les deux couches interne et externe des
traces des sous-unite´s granulaires composant a` l’origine leurs microstructures respectives.
On notera cependant la recristallisation, a` tre`s fine e´chelle mais ne´anmoins importante,
de la couche calcitique : or celle-ci s’est effectue´e tout en conservant parfaitement la
microstructure fibrillaire de la couche externe.
Ce point souligne la ne´cessite´ d’une caracte´risation a` fine e´chelle (ici sub-microme´trique)
des motifs structuraux, si l’on veut caracte´riser correctement l’e´tat diage´ne´tique d’une
coquille de mollusque.
Encore moins intuitif, ces deux recristallisations (a` e´chelle 1/microscopique dans la couche
interne, 2/sub-microme´trique dans la couche externe) se sont effectue´es sans changement
de polymorphe : cimentation d’aragonite dans le lamellaire croise´e aragonitique, et re-
cristallisation en calcite des fibres calcitiques. Ce dernier point illustre la complexite´ des
me´canismes diage´ne´tiques, intimement lie´s au comportement de la phase organique, et
les difficulte´s de leurs diagnostics : la seule de´termination polymorphique des couches
interne et externe - un crite`re pourtant courant d’e´valuation de l’e´tat diage´ne´tique (Wei-
ner, 2010) - aurait ici conclu a` la parfaite conservation de la phase mine´rale de la coquille,
et par conse´quent a` son excellent e´tat de conservation.
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3.2.4 Caracte´risations biochimiques
FT-IR
La phase organique semble mal pre´serve´e dans la couche interne lamellaire-croise´e des coquilles
de Velates perversus (Mercin-et-Vaux). En spectroscopie FT-IR sur poudre, on ne distingue ainsi
pratiquement pas d’autres bandes que celles de l’aragonite a` ˜1471 cm−1 (ν3), 858-844 cm−1 (ν2)
et 713-700cm−1 (ν4) (Figure 68a) : les bandes amides, en particulier, semblent avoir disparu a`
part, peut-eˆtre, une bande amide II au pied de la bande ν3 de l’aragonite (Figure 68c). On devine
peut-eˆtre aussi de faibles bandes -CH (Figure 68b).
Etant donne´ le petit nombre de coquilles a` disposition, et des faibles quantite´s de mate´riel orga-
nique qui semblent pre´serve´es dans leurs couches internes, nous n’avons pas tente´ ici d’extractions
organiques spe´cifiques ni de caracte´risations chromatographiques plus pousse´es.
Figure 68 – Spectroscopie FT-IR sur poudres issues des couches lamellaires-croise´es de coquilles
de Velates perversus et Nerita sp. a) Spectres totaux. b) Zoom sur la gamme des pics correspondant
aux vibrations des groupements amide A et -CH. c) Zoom sur la gamme des pics correspondant
aux vibrations des groupements amide I et II.
Microscopie confocale Raman
Nous avons malgre´ tout tente´ quelques investigations en microscopie confocale Raman, beau-
coup moins vorace en mate´riel. Les premie`res observations confirment les compositions uniquement
calcitique et aragonitique des couches externe et interne, ainsi que la pre´sence d’une couche de tran-
sition, aragonitique mais d’orientation homoge`ne (Figure 69a-b), exactement comparable a` celle
que l’on observe chez Nerita (cf chapitre I). Mais on retrouve en outre, la` encore de fac¸on parfaite-
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ment comparable aux coquilles de Nerita, une fine zone enrichie en compose´s organiques (bandes
organiques non-identifie´es entre 3700 cm−1 et 3900 cm−1, figure 69c) entre les deux couches ; la
superposition avec les cartes pre´ce´dentes permet de pre´ciser sa position exacte, dans la couche
externe a` proximite´ imme´diate de la limite calcite/aragonite (Figure 69d). Et la` encore, comme
pour Nerita, cette couche pre´sente une fluorescence marque´e (Figure 69e).
La diage´ne`se de la phase organique contenue dans les coquilles de Velates perversus issues
du gisement de Mercin-et-Vaux est donc importante. Mais si la majorite´ des compose´s
organiques initialement pre´sents dans la couche lamellaire croise´e interne semble avoir
disparue, nous pouvons ne´anmoins mettre en e´vidence la pre´sence de compose´s organiques
pre´serve´s in-situ dans la couche calcitique externe, juste avant la transition calcite →
aragonite.
Note : il existe une tre`s faible variation de fluorescence entre unite´s de 1er ordre jointives, qui
n’est pas sans rappeler les compositions organiques, qui semblaient spe´cifiques une lamelle de 1er
ordre sur deux dans une coquille de Nerita undata actuelle (Figure 16e-g) : cette dernie`re n’est ici
visible qu’en contrastant tre`s fortement la carte de fluorescence (Figure 69f) au sein des lamelles
de 1er ordre.
Figure 69 – Microspectroscopie Raman a` la transition entre couches interne et externe d’une
coquille de Velates perversus (Mercin-et Vaux, Cuisien). a) Carte de distribution du ratio des pics
Lc (mode libration, 282 cm
−1) / ν1 (e´longation syme´trique en mode interne, 1085 cm−1) de la
calcite. b) Carte de distribution du ratio des pics Ta (mode translation, 152 cm
−1) / La (mode
libration, 206 cm−1) de l’aragonite. c) Carte de distribution des bandes comprises entre 3700 cm−1
et 3900 cm−1 (bandes organiques). d) Carte composite en fausses couleurs de (a) (rouge) (b)
(bleue) et (c) (verte) montrant la localisation des compose´s organiques re´siduels par rapport a` la
microstructure. e) Carte fluorescence (distribution de l’intensite´ de bruit de fond entre 2400 et
2500 cm−1) montrant la forte fluorescence de la zone enrichie en bandes organiques (c). f) Meˆme
carte que (e) tre`s fortement contraste´e, re´ve´lant l’alternance les lamelles de 1er ordre en intensite´s
de fluorescence.
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3.3 Diage´ne`se des microstructures entrecroise´es
Ces deux cas, Patella et Velates, pre´sentent des microstructures entrecroise´es relativement bien
pre´serve´es, dont l’architecture est parfaitement reconnaissable : les morphologies et orientations
cristallographiques des unite´s microstructurales sont en effet conserve´es jusqu’aux unite´s micro-
structurales de 3e ordre.
Cette relative bonne conservation de la phase mine´rale, du moins en premie`re approche, est a`
mettre en corre´lation avec le contexte ge´ologique des gisements. Dans les deux cas, on soupc¸onne
un transport suivi d’un enfouissement rapide, dans des sables a` forte composante argileuse. La
pre´sence d’un encaissant carbonate´ est aussi un facteur commun : les Patella sp., qui ne pre´sentent
pas de traces de dissolution, sont en effet enfouies directement dans une grotte creuse´e sous une
barre calcare´nite, qui tamponne ainsi les eaux de percolation avant que celles-ci n’atteignent et
dissolvent les coquilles. Dans le cas des Velates perversus, il faut attendre quelques millions d’anne´es
avant que la formation cuisienne ne soit chapeaute´e par les calcaires blancs issus de la transgression
lute´tienne, a` qui l’on peut preˆter un roˆle tre`s similaire. Ce de´lai peut expliquer une premie`re phase
de dissolution, affectant pre´fe´rentiellement les bordures des unite´s de 1er ordre des couches internes
des coquilles ; mais une fois en pre´sence de cet encaissant carbonate´, les eaux d’infiltrations, alors
tamponne´es, auraient dans un second temps favorise´ une phase de cimentation de cette porosite´
initialement cre´e´e.
Un tel contexte, s’il est plutoˆt favorable a` la conservation de la phase mine´rale, semble cepen-
dant peu propice a` la pre´servation de la phase organique, qui subit une diage´ne`se diffe´rentielle,
perceptible meˆme dans les coquilles de Patella sp., et plus avance´e dans les coquilles plus aˆge´es de
Velates perversus.
On retrouve cependant a` chaque fois des mole´cules organiques, qui semblent pre´serve´es, ou du
moins assez peu alte´re´es, in-situ.
Mais dans les deux cas, les me´canismes de dissolution et/ou recristallisation de la phase mine´rale
semblent s’effectuer corre´lativement a` la disparition des enveloppes (ou patchworks) organiques
qui se´parent les unite´s des microstructures entrecroise´es : celles-ci semblent donc jouer un roˆle
majeur, aussi, dans les modalite´s de pre´servation de ces types microstructuraux lors des processus
d’alte´rations.
Il faut aussi souligner que les recristallisations observe´es s’effectuent a` chaque fois dans le meˆme
polymorphe de carbonate de calcium que celui composant initialement la couche incrimine´e. Tre`s
logique dans le cas des couches folie´es croise´es de Patella sp. et fibrillaires de Velates perversus
(la calcite abiotique e´tant un polymorphe stable dans les CNTP, c’est la phase de recristallisation
naturellement attendue), les recristallisations en aragonite n’en restent pas moins contre-intuitives,
sinon surprenantes, dans la couche lamellaire-croise´e de Velates perversus : celui-ci pre´sentera au
final deux couches, toutes deux recristallise´es, mais chacune dans son polymorphe d’origine....
Nous pouvons ainsi confirmer les conclusions de Guzman et al. (2008) : la seule conservation
du polymorphe cristallin, si elle est effectivement un crite`re ne´cessaire au diagnostic de l’e´tat
diage´ne´tique, est tre`s loin d’eˆtre suffisante.
La conservation des sous-unite´s granulaires ovo¨ıdes semble, en revanche, constituer un bon
moyen de diagnostic de l’e´tat de pre´servation des diffe´rentes couches de coquilles : c’est d’ailleurs
le seul crite`re nous ayant permis de de´tecter la recristallisation, pourtant importante, de la couche
externe des coquilles de Velates perversus.
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Comparaison avec les donne´es de la litte´rature
La conservation des couches aragonitiques est surprenante : me´tastable sous toutes les pressions
que l’on peut s’attendre a` rencontrer lors de la formation/diagene`se des roches se´dimentaires, l’ara-
gonite devrait en effet eˆtre remplace´e par la calcite au cours de la diage´ne`se des coquilles, soit par
dissolution/recristallisation, soit par transformation directe, a` une e´che´ance variant de 100 ka a`
quelques Ma (Brown et al., 1962).
Pourtant, cette stabilitie´ de l’aragonite bioge´nique n’est pas inhabituelle : nombre de fossiles
biocarbonate´s, parfois anciens, a conserve´ leurs tests aragonitiques (exemple d’une distribution
stratigraphique de fossiles aragonitiques par Hall et Kennedy, 1967). La bonne conservation de
l’aragonite dans certains fossiles semble e´troitement lie´e a` la nature de l’encaissant (notamment,
a` la pre´sence d’argiles), mais pas uniquement : la matrice organique est fortement soupc¸onne´e de
jouer un roˆle essentiel. D’apre`s Hall et Kennedy (1967), c’est en l’isolant de tout contact avec des
mole´cules d’eau, que les compose´s organiques enrobant la phase mine´rale pourraient ainsi limiter sa
recristallisation. Il est inte´ressant de noter que la conservation de l’aragonite est souvent e´troitement
lie´e a` la pre´servation de la phase organique : certains des plus vieux fossiles en aragonite, datant
du Carbonife`re, proviennent de schistes bitumeux, dont les conditions re´ductrices ont permis de
pre´server en partie de la matrice organique associe´e au mine´ral (Gregoire, 1959).
L’e´tat de ces compose´s organiques n’est certainement pas anodin quant a` la conservation (ou
non) des bioaragonites. Certains compose´s sont assez bien pre´serve´s, pour pouvoir eˆtre caracte´rise´s
dans des fossiles assez anciens : Weiner et al. (1976), rapportent ainsi la pre´sence de glycoprote´ines
fossiles dans une coquille de mollusque du Cre´tace´ ; Cuif et al. (2008b) rapportent la pre´sence de
polysaccharides sulfate´s dans des coraux du Trias. Mais ces mole´cules ”fossiles” n’en sont pas pour
autant intactes et sont souvent modifie´es (Voss-Foucart, 1972), parfois tre`s de´grade´es (Zhao et al.,
2004). Au dela` de sa composition, la conformation morphologique de la matrice organique conserve´e
doit aussi eˆtre prise en conside´ration. Si l’hypothe`se de Hall et Kennedy (1967) est correcte, l’e´tat
de pre´servation des membranes isolant les unite´s microstructurales joue un roˆle crucial. Or celles-ci
peuvent e´voluer tre`s diffe´remment, selon les conditions de fossilisation, pour un meˆme type micro-
structural. Iwata (1975) illustre ainsi l’e´volution morphologique des membranes se´parant les dalles
de nacre dans plusieurs coquilles de mollusques fossiles (datant du Carbonife`re au Pleistoce`ne).
Meˆme si elles sont globalement conserve´es, celles-ci se sont re´organise´es sous diffe´rentes formes
dont les capacite´s isolantes seront tre`s variables : 1/membranes fibrillaires perfore´es. 2/membranes
compactes forme´es de granules agglutine´s. 3/membranes devenues tre`s fines, mais reste´es continues.
Un deuxie`me point, la cimentation de la porosite´ par une phase aragonitique ne´oforme´e que
nous observons chez Velates, reste e´nigmatique. Un cas similaire est rapporte´ dans la litte´rature, ou`
les membranes se´parant les tablettes de nacre d’un mollusque fossile, Acita divaricata (Bivalvia)
ont e´te´ remplace´es par une aragonite secondaire (Hikida et al., 1992). Meˆme si les membranes
se´parant les tablettes de nacre sont continues et beaucoup plus e´paisses que celles, discontinues,
se´parant les lamelles de 1er ordre dans le lamellaire croise´, ce deuxie`me exemple est tre`s similaire
a` nos re´sultats et semble bien conforter l’existence d’un me´canisme diage´ne´tique commun influant
sur la se´lection polymorphique lors de la cimentation (il est nomme´ ”permine´ralisation” par ces
auteurs).
Des surcroissances par e´pitaxie peuvent peut eˆtre expliquer ce phe´nome`ne. Mais il n’est pas non
plus exclu que certains compose´s organiques encore pre´sents dans ces couches puissent induire la
cristallisation en aragonite de cette phase secondaire (ou inhiber la cristallisation de calcite ?), dans
un processus qui ne serait alors peut eˆtre pas si e´loigne´ du me´canisme de controˆle du polymorphisme
lors de la se´cre´tion des couches aragonitiques par l’animal - piste attrayante, mais qu’il reste a`
explorer.
.
..Conclusions et Perspectives
Conclusions et perspectives
4.1 Conclusions
Nous avons illustre´ diffe´rents aspects du controˆle qu’exercent les mollusques sur la formation de
leurs coquilles et que l’on retrouve, omnipre´sent, des e´chelles macroscopiques a` sub-microme´triques.
C’est a` travers les assemblages mole´culaires se´cre´te´s par le tissu mine´ralisant que ce controˆle s’ef-
fectue : l’analyse des compositions et/ou re´partitions de ces compose´s organiques, in-situ dans les
diffe´rentes couches des coquilles auxquels ils sont incorpore´s, en relation avec l’organisation mi-
crostructurale et les proprie´te´s cristallographiques de la phase mine´rale, nous a permis de de´gager
plusieurs re´sultats, interpre´tations ou hypothe`ses :
Spe´cialisation du manteau
La synthe`se des caracte´risations microstructurales couple´es aux caracte´risations biochimiques
in-situ re´alise´es dans des coquilles de Nerita a permis de de´montrer la forte spe´cialisation spatiale
des cellules composant la bande mine´ralisante du manteau : celle-ci apparait ainsi segmente´e en
(au moins) six sections, chacune se´cre´tant de fac¸on synchrone son propre assemblage de mole´cules
organiques, qui induisent, in fine, la formation des couches / sous-couches de microstructures et
compositions organiques tre`s spe´cifiques. Ce me´tabolisme tre`s spe´cialise´ du manteau est rarement
e´voque´ dans la litte´rature. Pour Pinctada margaritifera, les descriptions se re´sument souvent a` une
subdivision fonctionnelle de la bande mine´ralisante en deux parties, les cellules mine´ralisant les
prismes, et celles mine´ralisant la nacre, et ce meˆme dans les e´tudes fonctionnelles du me´tabolisme
du manteau (Joubert et al., 2010). Comme illustre´ section 1.2.1 (page 23), on peut pourtant montrer
qu’il existe chez Pinctada une variation de l’activite´ se´cre´trice a` proximite´ de la transition entre
les deux couches.
Ces re´sultats, qui permettent indirectement d’illustrer la complexite´ du me´tabolisme de cette
zone du manteau, rendent bien compte de la ne´cessite´ de la re´alisation de caracte´risations biochi-
miques localise´es, rendues possibles par les e´volutions techniques de ces dernie`res anne´es/de´cennies :
aucune e´tude de la matrice organique extraite des coquilles, telle qu’on les trouve classiquement
dans la litte´rature (Krampitz et al., 1976; Samata et al., 1980; Cuif et al., 1989; Mann et al., 2012),
n’aurait en effet permis a` elle seule de mettre en e´vidence cette organisation complexe de l’organe
mine´ralisant.
Ces re´sultats se re´ve`lent contradictoires avec une ide´e pourtant assez commune´ment admise :
celle d’une mine´ralisation qui aurait lieu au sein d’un fluide extrapalle´al, contenu dans un espace
extrapalle´al de grande dimension. Cette notion est ancienne (Saleuddin et Petit, 1983), mais on
la retrouve ne´anmoins re´gulie`rement reprise dans les publications re´centes (Marin et al., 2007).
Or, si l’on accepte cette hypothe`se, comment expliquer que les diffe´rents assemblages de mole´cules
organiques, se´cre´te´es par des re´gions distinctes du manteau, puissent voyager a` travers le fluide
extrapalle´al sur de grandes distances (ainsi qu’illustre´ par exemple figure 70), tout en controˆlant
la mine´ralisation a` des e´chelles microme´triques ? La zonation mise en e´vidence dans le manteau de
Nerita implique au contraire que cet organe soit tre`s proche, sinon au contact direct, de la coquille
- les plus petites bandes individuelles pre´sentant un me´tabolisme spe´cifique n’exce`dent en effet pas
plus d’une dizaine de microns de largeur, soit la largeur de quelques cellules a` peine (Figure 26).
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Figure 70 – La biomine´ralisation dans la chambre extrapalle´ale de Pinctada, d’apre`s (Saleuddin
et Petit, 1983), modifie´ par Marin et al. (2007).
Illustre´e de`s 1964 parWilbur, la notion d’un espace de mine´ralisation tre`s fin commence en-
fin a` eˆtre reprise dans la litte´rature re´cente (Volkmer, 2007 ou Nudelman et al., 2008, en ce qui
concerne l’espace extrapalle´al des mollusques). Cette e´volution des mentalite´s est encore plus fla-
grante dans le cas des coraux : les observations histologiques ou FESEM contredisent en effet les
10 µm d’e´paisseur, conside´re´s comme ne´cessaires par Adkins et al. (2003) pour mode´liser l’effet
vital, et re´duisent celle-ci a` une e´paisseur largement sub-microme´trique (Clode et Marschall, 2002;
Tambutte´ et al., 2011; Rollion-Bard, 2011). Cette dernie`re devient alors compatible avec le niveau
de controˆle a` fine e´chelle mis en e´vidence.
Me´canismes de biocristallisation
Les me´canismes de biocristallisation restent encore en grande partie a` e´lucider : nous ne
pre´tendons en aucun cas pre´senter ici de ”mode`le” de ”la” biomine´ralisation des structures entre-
croise´es. Par exemple, il est toujours impossible a` l’heure actuelle de pre´ciser, parmi les quelques
centaines de mole´cules qui composent la phase organique, lesquelles sont ve´ritablement implique´es
dans les processus de biomine´ralisation. Les e´tudes re´centes se focalisent sur le roˆle des prote´ines, a`
cause notamment des dernie`res avance´es techniques dans ce domaine (PCR, etc.), et sous-estiment
ainsi tre`s certainement le roˆle potentiel joue´ par les sucres et les lipides, particulie`rement peu
e´tudie´s.
Mais, parmi les diffe´rents concepts que l’on trouve dans la litte´rature (tre`s souvent controverse´s)
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certains sont plus que d’autres en accord avec nos re´sultats ; la plupart se basant essentiellement
sur les coquilles pre´sentant des couches nacro-prismatiques, il semble utile de pre´ciser lesquels
semblent compatibles avec les me´canismes identifie´s dans les microstructures entrecroise´es, afin de
commencer a` de´gager ce qui pourrait constituer la base d’un me´canisme commun a` tous types
microstructuraux.
Certaines des the´ories avance´es sont assez clairement incompatibles avec nos re´sultats : en par-
ticulier les mode`les base´s sur l’auto-assemblage de nano-blocs pre´existants, qui pour leurs auteurs
conduiraient a` la formation de me´socristaux a` plus grande e´chelle (Co¨lfen et Antonietti, 2008;
Vielzeuf et al., 2010; Floquet et Vielzeuf, 2011). Deux points, en particulier, attirent l’attention :
– Ce mode`le impliquerait, lorsque l’on descend dans les e´chelles d’observation, de rencontrer
a` un moment ou a` un autre des unite´s a` facettes cristallographiques, correspondant a` des
”blocs” de construction de base. A aucun moment nous n’avons rencontre´ de telles unite´s,
hormis dans les coquilles fossiles, ou`, justement, la pre´sence de cristaux idiomorphes a` fa-
cettes tend a` de´montrer une modification ulte´rieure de la structure bioge´nique initiale. Les
sous-unite´s dont la coalescence forme les unite´s microstructurales entrecroise´es (mais aussi
fibreuses dans la couche externe de Nerita, prismatiques dans la couche externe de Pinctada,
etc.) sont au contraire des composites organo-mine´raux syste´matiquement ovo¨ıdes, qui ne
pre´sentent jamais de facette cristallographique.
– Si les unite´s de 3e ordre e´taient effectivement forme´es par l’agencement de sous-unite´s
pre´alablement cristallise´es, il faudrait alors expliquer comment la cohe´rence cristallogra-
phique peut se propager a poste´riori entre ces sous unite´s, telle qu’elle est re´ve´le´e par la
continuite´ des micromacles de croissance (110) au sein des unite´s de 3e ordre. La continuite´
des micromacles de croissance ne peut en effet se propager qu’au cours de la cristallisation,
a` travers des sous-unite´s pre´-existantes, qui ne sont pas encore cristallise´es.
Certaines notions emprunte´es aux me´canismes de croissance cristalline inorganique en solution
sont aussi parfois avance´es, afin de tenter d’expliquer la formation de microstructures bioge´niques.
Ainsi pour Taylor et al. (1969), la formation de la couche prismatique des bivalves serait explicable
sur la base des principes de compe´tition de croissance sphe´rulitique, qui peut aboutir dans des
syste`mes inorganiques a` la formation de structures prismatiques (Grigorev, 1965). De meˆme pour
Checa (2000) la nucle´ation des premie`res tablettes de nacre sur la couche de transition calcite
→ aragonite s’effectue par e´pitaxie. Ces concepts conventionnels semblent peu compatibles avec
la finesse du niveau de controˆle que nous observons dans les microstructures entrecroise´es, nous
poussant a` chercher ailleurs des hypothe`ses plausibles.
Le roˆle potentiel des compose´s organiques ne peut eˆtre ignore´ ; il est d’ailleurs central dans les
mode`les ”communs” de biomine´ralisation, tels que ceux invoquant des effets de ”template” de la
matrice organique sur la phase mine´rale (repris par de nombreux auteurs, depuis Weiner et Addadi,
1991 jusqu’a` Ehrlich, 2010), qui semblent ainsi, par exemple, capables d’induire la nucle´ation de
cristaux spe´cifiquement oriente´s.
Mais la piste la plus se´duisante re´side dans le roˆle potentiellement joue´ par les enveloppes
organiques, non pas en terme d’initiateurs de la cristallisation, mais en tant qu’inhibiteurs de la
propagation late´rale de la cristallisation. Ce concept, que l’on peut appeler ”the´orie de la compar-
timentation”, a e´te´ initialement formule´ par Nakahara et Bevelander (1971) :
”.....Prisms are elaborated in chambers bounded by the periostracum and the inner
lamella <<of the mantle>> on the outer and inner surface respectively and laterally
by the interprismatic walls. Aside from the presence of this latter structure, that in
effect packages the crystals into columns.....”
Cette notion de de´limitation de la propagation late´rale de la cristallisation par les enveloppes est
parfaitement compatible avec nos observations d’enveloppes, soit continues soit en ”patchworks”,
que l’on retrouve se´parant syste´matiquement les unite´s de 1er, 2eet 3e ordre dans les microstructures
folie´es-croise´es et lamellaires croise´es. Nos re´sultats indiquent que ces enveloppes de´limitent en effet
late´ralement la propagation de la cristallisation, controˆlent la morphologie des unite´s structurales
et modulent la conservation des proprie´te´s cristallographiques.
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Le fait que l’on retrouve ce meˆme syste`me d’enveloppes, qui induisent des morphologies
extreˆmement proches (lamellaire-croise´, folie´-croise´), mais constitue´es de polymorphes de CaCO3
diffe´rents, tend a` de´montrer l’aspect fondamental de ce me´canisme de controˆle morphologique,
parfaitement de´couple´ du controˆle mine´ralogique.
S’il semble ainsi se de´gager un me´canisme commun a` la formation des microstructures prisma-
tiques et entrecroise´es, sous la forme d’un syste`me d’enveloppe ou de re´seau organique de´limitant,
celui-ci reste loin d’eˆtre uniforme. On observe en effet une forte variabilite´ spe´cifique, tant dans
la structure que dans la composition de ces enveloppes : e´paisses, constitue´es d’au moins trois
couches et continues dans les couches prismatiques (Dauphin et al., 2010), elles sont fines et
continues entre lamelles du 1er ordre dans les couches folie´es-croise´es, et constitue´es de ”patch-
works” organiques discontinus entre lamelles du 1er ordre dans les couches lamellaires-croise´es.
Au contraire des enveloppes entre lamelles du 1er ordre dans les couches lamellaires-croise´es,
on ne trouve trace de compose´s riches en liaisons -CH dans leurs e´quivalentes folie´es-croise´es :
celles-ci semblent, au contraire, contenir plutoˆt des mole´cules polye´niques. Ces re´sultats semblent
confirmer le fait que des assemblages organiques diffe´rents soient in fine capables de remplir un
roˆle similaire.
Enfin, concernant le mode de transport du Ca jusqu’au site de biomine´ralisation, nos re´sultats
n’apportent pas de nouvelles donne´es. Ils permettent en revanche d’e´tablir sans e´quivoque la
pre´existence de l’assemblage des sous-unite´s granulaires et du tramage des enveloppes organiques
par rapport a` la phase de cristallisation proprement dite : c’est en effet lors de la coalescence des
granules, pendant la propagation d’un front de cristallisation, que les micromacles de croissance
se forment, et peuvent eˆtre ainsi continues a` travers plusieurs granules pre´existants.
Quant a` l’origine des granules, on ne peut que fortement soupc¸onner leur se´cre´tion sous une
forme de pre´curseur (CaCO3 amorphe ? Gel organo-calcique ?) par le manteau, me´canisme qui,
s’il est se´duisant, reste encore a` de´montrer.
Alte´rations diage´ne´tiques
Si les enveloppes organiques jouent ainsi un roˆle cle´ dans la gene`se des microstructures en-
trecroise´es, leur disparition/alte´ration semble aussi jouer un roˆle majeur lors des me´canismes
diage´ne´tiques qui affectent les coquilles lors de leur fossilisation. Dans les deux cas pre´sente´s, les
traces de dissolution et/ou recristallisation observe´es sont en effet directement corre´lables a` la
disparition de ces enveloppes : l’alte´ration de la compartimentalisation biochimique conditionne
ainsi l’e´volution de la phase mine´rale.
L’exemple de Velates perversus illustre de plus le caracte`re contre-intuitif des me´canismes de
diage´ne`se/taphonomie qui peuvent affecter les coquilles des mollusques :
– Bien que la couche lamellaire-croise´e ait subi une dissolution importante, la cimentation
de la porosite´ qui a suivi s’est effectue´e dans le meˆme polymorphe (aragonite), et la mi-
crostructure initiale re´siduelle est bien pre´serve´e. On aurait pu s’attendre a` ce que cette
couche, constitue´e d’un polymorphe me´tastable de CaCO3, soit affecte´e prioritairement
par la diage´ne`se, et recristallise partiellement en calcite ; or c’est paradoxalement la couche
fibreuse, calcitique et the´oriquement plus stable a` l’e´chelle des temps ge´ologiques, qui a subi
une recristallisation importante - cette dernie`re n’est de plus de´celable qu’a` des e´chelles
sub-microme´triques.
– Lors des observations macroscopiques pre´liminaires, l’aspect lustre´ et compact de la coquille
a` proximite´ de la surface interne de la couche lamellaire-croise´e tranche avec les lentilles
d’aspect crayeux et blanchaˆtre que l’on observe au cœur de cette couche. D’emble´e, il peut
ainsi sembler que ces lentilles soient plus alte´re´es que les parties plus pe´riphe´riques. Or ces
dernie`res re´sultent simplement d’une cimentation incomple`te, qui n’a pu atteindre le cœur
de la couche : ce sont en re´alite´ les parties pe´riphe´riques, comple`tement cimente´es, qui
contiennent la plus grande proportion de phase secondaire de recristallisation - et risquent
d’induire un biais diage´ne´tique plus important lors des analyses.
Si l’on recherchait des traceurs pale´oenvironnementaux dans ces coquilles de Velates, il fau-
drait re´aliser des analyses in-situ non pas dans la couche calcitique, mais dans la couche arago-
nitique, et de plus dans les zones crayeuses friables et blanchaˆtres de cette dernie`re - celles qui
semblent, a` premie`re vue, les plus alte´re´es de la coquille.
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4.2 Perspectives
Cette e´tude n’a rien d’exhaustif, et reste encore a` comple´ter : des comparaisons a` un plus
grand nombre de taxons seraient e´videmment souhaitables pour confirmer/infirmer nos hypothe`ses,
de meˆme qu’une extension a` d’autres types microstructuraux en appliquant le meˆme panel de
me´thodes de caracte´risations in-situ re´solutives. Il est en effet fondamental de de´gager les me´canismes,
qui semblent participer d’un patrimoine commun utilise´ par tous les organismes construisant des
structures carbonate´es bioge´niques, des diverses strate´gies plus spe´cifiques mises en place c¸a` et la`
par certains groupes. Au dela` de ces e´tudes syste´matiques a` mener, d’autres perspectives a` plus
court terme semblent envisageables, sinon prometteuses :
Caracte´risations biochimiques des enveloppes
Certaines des techniques utilise´es ont permis de pre´ciser la nature biochimique de certains
constituants des enveloppes se´parant les unite´s de 1er ordre dans les microstructures entrecroise´es :
compose´s contenant des liaisons -CH (a priori lipidiques) dans le lamellaire-croise´, et compose´s
polye´niques dans le folie´-croise´. Mais aucune de ces techniques n’offre aujourd’hui une re´solution
suffisante pour envisager de caracte´riser les compositions des enveloppes se´parant les unite´s de 2e/3e
ordre. Or ces enveloppes sont certainement diffe´rentes, car elles impactent de fac¸on diffe´rente la
propagation de la cohe´rence cristallographique entre les unite´s qu’elles se´parent : cette diffe´rence
peut aussi bien eˆtre structurale (enveloppes continues ou discontinues) que lie´e a` leurs compositions
propres.
Une telle caracte´risation de la structure et composition internes des enveloppes permettrait
de mieux appre´hender les associations organo-mine´rales, et notamment les contraintes que ces
assemblages mole´culaires semblent capables d’exercer sur la propagation (ou l’inhibition) de la
cristallisation de la phase mine´rale.
Il est pour l’instant difficile d’envisager des techniques re´solutives suffisantes pour re´soudre
cette proble´matique :
1. Une premie`re approche pourrait consister en des colorations au MET de ces enveloppes,
in-situ ou meˆme sur section de´calcifie´e : nous avons re´alise´ quelques expe´rimentations en ce
sens, a` ce jour sans re´sultat probant (les recettes de ”colorations” utilise´es, emprunte´es aux
e´tudes de biologie cellulaire, se sont re´ve´le´es plus de´calcifiantes que colorantes....).
2. La re´alisation de marquages isotopiques in-vivo, qui rendent ensuite possible des cartogra-
phies de´taille´es des tests calcifie´s au NanoSIMS (Gorzelak et al., 2011) pourraient aussi
permettre de pre´ciser la structure de ces enveloppes - ce proce´de´ ne´cessite toutefois d’utiliser
un e´le´ment qui leur soit exclusif (S ?).
3. Mais le progre`s constant dans le de´veloppement des techniques analytiques in situ de pointe
permet d’envisager d’autres solutions : les re´solutions de cartographies XANES annonce´es
pour la future ligne de lumie`re Microscopiµm (SOLEIL), aux alentours de 50 nm, pourraient
s’ave´rer suffisante pour ce type d’investigations.
4. Les progre`s re´cents ou a` venir en microscopie optique confocale ne sont pas non plus a` ne´gliger,
certaines techniques permettant d’ores et de´ja` d’atteindre des re´solutions suffisantes (mais
avec des contraintes fortes, et semblent pour l’instant peu applicables a` nos e´chantillons) :
microscopie multiphoton, microscopie STED, illumination structure´e, etc.
Traceurs biochimiques
La richesse et la complexite´ des assemblages organiques ouvrent des perspectives inte´ressantes
dans l’interpre´tation du registre fossile. Cette vaste panoplie de mole´cules pre´sente ainsi des com-
portements divers face aux me´canismes diage´ne´tiques : certaines tre`s de´gradables et/ou peu lie´es
a` la phase mine´rale vont disparaitre rapidement, alors que d’autres, plus re´sistantes et/ou intime-
ment associe´es a` la phase mine´rale, seront globalement pre´serve´es, tout en ayant peut eˆtre subi des
modifications mineures, et pourraient constituer ainsi des proxies permettant de retracer divers
processus.
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Les premiers re´sultats exploratoires obtenus en tentant d’utiliser la fraction lipidique de la
matrice organique comme proxy de cuisson de la coquille semblent prometteurs : la` aussi, une
e´tude plus syste´matique peut eˆtre envisage´e (diffe´rentes tempe´ratures de cuisson, etc.), ainsi qu’un
meilleur ciblage des mole´cules thermosensibles a` e´tudier, afin de de´terminer la fiabilite´ de ce traceur
potentiel.
Certains auteurs suivent d’ailleurs d’autres pistes concernant l’utilisation de la matrice orga-
nique comme traceur potentiel de divers me´canismes : ainsi, les re´cents travaux de Demarchi et al.
(2012) semblent de´montrer que la matrice organique des coquilles de Patella pourrait constituer un
proxy fiable pour les reconstructions ge´ochronologiques, par l’analyse de la diage´ne`se des prote´ines
”intra”cristallines (IcPD).
Ces approches passent ne´cessairement par une meilleure compre´hension des me´canismes de
diage´ne`se/taphonomie qui peuvent affecter les diffe´rentes microstructures composant les coquilles :
cette dernie`re ne´cessite, malheureusement, l’utilisation syste´matique de techniques de caracte´risation
in situ afin de pouvoir observer finement les e´volutions conjointes des phases organiques et mine´rales,
fortement interde´pendantes l’une de l’autre, et ce dans des contextes se´dimentaires bien plus varie´s
que ceux que nous avons rencontre´s a` l’occasion de nos deux cas d’e´tudes.
Me´canisme de transport
Mais l’une des questions cle´s concernant les processus de biomine´ralisation reste aujourd’hui
la proble´matique du (des ?) me´canisme(s) de transport du Ca (intracellulaire) jusqu’au site de
mine´ralisation (extracellulaire). Le Ca est-il transporte´ sous la forme d’un pre´curseur (peut-eˆtre du
carbonate de calcium amorphe), ou bien lie´ a` des mole´cules organiques ? Est-il concentre´ au sein de
ve´sicules dans (ou entre) les cellules formant les tissus mine´ralisants, qui pourraient correspondre au
ve´sicules riches en Ca observe´es par Brahmi (2011) dans l’ectoderme basal de scle´ractiniaires, et par
Neff (1972) et Istin et Masoni (1973) dans le manteau de mollusques ? Ces ve´sicules correspondent-
elles aux granules que nous observons, et dont l’accumulation semble former tous les carbonates
d’origine bioge´nique ?
La re´ponse a` ces questions passe bien entendu par l’e´tude des tissus mine´ralisants, et notamment
les techniques classiques d’histologie et de coloration en microscopie e´lectronique en transmission.
Mais celles-ci, qui ne´cessitent souvent une de´mine´ralisation totale, ne sont pas favorables a` l’ob-
servation des relations tissu/squelette (ou coquille).
La cryo-microscopie MET et MEB, qui ne ne´cessite pas de de´calcification des tissus, permettrait
dans un premier temps de contourner ce proble`me : d’autres difficulte´s inhe´rentes a` cette technique
(comme la petite taille des objets, ne´cessaire pour leur bon refroidissement) la rendent toutefois
contraignante.
Les re´cents progre`s en microscopie optique confocale offrent aussi de nouvelles perspectives :
un projet d’e´tude serait re´alisable sur des coquilles juve´niles, dont la bordure est assez fine pour
eˆtre transparente au laser et donne ainsi acce`s a` une visualisation du lit de mine´ralisation en train
de se former. L’utilisation de fluorophores spe´cifiques du Ca devrait ainsi permettre de visualiser
le trajet du Ca, d’abord a` travers l’organisme jusqu’au tissu mine´ralisant, puis du tissu au site
de mine´ralisation. Les re´solutions the´oriques conventionnelles sont, sur le papier, meˆme suffisantes
pour de´tecter les ve´sicules de´crites dans la litte´rature. Les techniques a` haute re´solution temporelle
(en particulier, le ”spinning disc”) devrait permettre de suivre le processus dans le temps, voire
meˆme, dans un cas ide´al, une visualisation tridimensionnelle du site de mine´ralisation.
De fac¸on similaire, la microspectroscopie Raman pourrait s’ave´rer utile en permettant de s’af-
franchir de l’usage de colorants, en de´tectant directement la signature Raman d’une phase de
carbonate de calcium.
Une dernie`re approche consiste a` tenter de caracte´riser la liaison entre l’ion Ca++ et la matrice
organique : en effet, lors de la de´calcification des coquilles de mollusques (ou squelettes coral-
liens), on a pu constater que la MOS extraite contient une part non-ne´gligeable de Ca, issu de la
de´calcification, qui reste associe´ a` certaines mole´cules. Les matrices de diffe´rents taxons ont ainsi
fait l’objet d’une e´tude par Spectroscopie RX (XPS) sur synchrotron (session sur la ligne TEMPO,
SOLEIL), qui semble re´ve´ler une importante variation des e´nergies de liaison Ca2p d’une espe`ce a`
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l’autre (Cuif et al., 2013). La possibilite´ de caracte´riser ainsi l’influence des assemblages organiques
sur la phase mine´rale pourrait offrir, la` encore, des perspectives prometteuses pour une approche
fonctionnelle des processus de biomine´ralisation.
Au dela` des quelques exemples de´veloppe´s ci-dessus, ces re´sultats ont des implications poten-
tielles, et gagneraient a` eˆtre pris en compte, dans d’autres domaines d’e´tudes :
Pale´oenvironnements La disparition des granules au profit de cristaux a` facettes idiomorphes
ne´oforme´s lors de la diage´ne`se constitue un bon crite`re de diagnostique de l’e´tat de conservation de
la phase mine´rale, a` l’e´chelle submicrome´trique. Ce dernier est probablement applicable a` tous les
tests carbonate´s d’origine biologique. Il constituerait alors un crite`re robuste pour limiter les biais
taphonomiques lors des reconstitutions environnementales base´es sur des biocarbonates, actuels ou
fossiles, en permettant de de´limiter les zones non recristallise´es, ou` les mesures in situ des divers
proxies seront les plus fiables.
Biomime´tisme Les microstructures entrecroise´es ont des proprie´te´s me´caniques e´tonnantes :
elles sont par exemple plusieurs dizaines de fois plus re´sistantes qu’un carbonate massif (Li et al.,
2013). Cette caracte´ristique est probablement lie´e au comportement ductile des unite´s de 3e ordre,
duˆ a` leur composition granulaire (Li et al., 2013), ainsi qu’a` l’organisation architecturale tridimen-
sionnelle, qui limite la propagation des fractures au sein de tre`s petites unite´s (Menig et al., 2001;
Kamat et al., 2004). Les applications technologiques de tels mate´riaux sont potentiellement nom-
breuses ; mais on est aujourd’hui encore loin de pouvoir reproduire en laboratoire des arrangements
cristallins aussi complexes.
La mise en e´vidence du roˆle fondamental des enveloppes organiques dans la formation des micro-
structures entrecroise´es pourrait ainsi ouvrir quelques pistes inte´ressantes dans les recherches en
biomime´tique : en particulier, leur capacite´ a` contraindre la morphologie des unite´s cristallines en
de´limitant late´ralement la propagation de la cristallisation.
.
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Mate´riels et me´thodes
5.1 Mate´riels
Gaste´ropodes : Les e´chantillons de Nerita undata (Linnaeus, 1758) (Neritimorpha, Neritidae)
ont e´te´ re´colte´s non vivants dans l’archipel des Tuamotu (Polyne´sie franc¸aise), et des e´chantillons
de Nerita sp. ont e´te´ re´colte´s vivants a` la Martinique (Antilles franc¸aises). Les animaux ont e´te´
retire´s des coquilles, lesquelles ont e´te´ rince´es a` l’eau distille´e et plonge´es 20 sec dans un bain a` ul-
trasons. Les coquilles de Megathura crenulata (G.B. Sowerby, 1825) (Vetigastropoda, Fissurellidae)
proviennent de cultures (centre expe´rimental du Syndicat Mixte pour l’Equipement du Littoral,
Blainville sur Mer), et celles de Cypraea leviathan (Burgess and Arnelle, 1981) (Sorbeoconcha, Cy-
praeidae) et de Murex sp. : (Sorbeoconcha, Muricidae) proviennent des collections de pale´ontologie
de l’UMR IDES.
Les Patella vulgata (Linnaeus, 1758) (Patellogastropoda, Patellidae) ont e´te´ re´colte´es vivantes
sur les plages aux alentours de St Cast - Le Guildo (Bretagne). Les animaux ont e´te´ retire´s des
coquilles, lesquelles ont e´te´ rince´es a` l’eau distille´e et plonge´es 20 sec dans un bain a` ultrasons.
Les spe´cimens de Patella fossiles ont e´te´ collecte´es lors de la campagne de fouilles 2010 de la
grotte El Harhoura 2 (Te´mara, Maroc) dans le cadre de l’ANR MOHMIE, et proviennent toutes
du niveau 8 (Pale´olithique moyen, entre 92 +11/-9 et 106,7 +/- 6,6 ka), accessible par le sondage
effectue´ a` l’entre´e de la grotte. Les coquilles ont e´te´ rince´es a` l’eau distille´e et plonge´es 20 sec dans
un bain a` ultrasons afin d’e´liminer toute trace de se´diments.
Les coquilles de Velates perversus (Neritimorpha, Neritidae) sont issues de l’horizon de Pierre-
fonds de l’est du bassin parisien (Mercin-et-Vaux, Aisne) - collection J.C. Plaziat. Les spe´cimens
ont e´te´ rince´s a` l’eau distille´e et plonge´es 20 sec dans un bain a` ultrasons.
Lamellibranches : Les e´chantillons de Tridacna sp. (Veneroida, Tridacnidae) et de Cardium
sp. (Veneroida, Cardiidae) proviennent de l’archipel des Tuamotu (Polyne´sie franc¸aise).
5.2 Me´thodes
5.2.1 Microscopies optiques
Microscopie en lumie`re polarise´e analyse´e.
Re´alisation de lames minces : La finesse des unite´s microstructurales rencontre´es dans les
carbonates bioge´niques rendent peu adapte´es les lames minces re´alise´es aux standards de pe´trologie
(28 µm d’e´paisseur) : les observations de´taille´es sont en effet beaucoup plus complexes, car les struc-
tures se superposent facilement et les teintes de Newton au 3e ordre (et supe´rieur) sont indistinctes.
Nous avons donc opte´ pour une re´alisation artisanale de lames plus fines (5 a` 10 µm d’e´paisseur),
qui n’est pas sans de´fauts : les lames sont en effet rarement intactes sur toute l’e´paisseur de la co-
quille, et bien souvent inexploitables ce qui requiert de nombreux essais. Ces pre´parations rendent
toutefois possible, sur les quelques lames re´ussies, des observations tre`s fines, avec des teintes du
2e ordre beaucoup plus sensibles (les lamelles de 3e ordre des structures entrecroise´es sont ainsi
souvent visibles individuellement). La se´quence pre´paratoire est la suivante : 1/des sections ra-
diales e´paisses sont re´alise´es dans les coquilles. 2/la surface d’e´tude est de´polie (papiers abrasifs
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SiC Hermes P1200, puis P2400, a` l’eau) puis colle´e sur une lame de verre de´polie (e´meri, taille de
grains 15 µm) a` chaud a` l’aide d’une re´sine thermo-re´versible (CrystalbondTM 509). 3/la section est
d’abord re´duite a` une e´paisseur de ˜50 µm a` l’aide d’une scie diamante´e, puis pre´cautionneusement
ajuste´e a` l’e´paisseur souhaite´e a` l’aide de papiers abrasifs (Hermes P1200, puis P2400). 4/la surface
est enfin le´ge`rement polie (abrasif Hermes P4000, et lorsque l’e´tat de la lame le permet, suspensions
de diamants polycristallins Buehler 3 µm et 1 µm).
Les observations sont effectue´es sur un microscope polarisant classique (Zeiss Universal) en
Lumie`re Polarise´e Non Analyse´e (LPNA) et Lumie`re Polarise´e Analyse´e (LPA), en utilisant deux
polariseurs croise´s a` 90°.
Microscopie de fluorescence.
Des surfaces polies sont re´alise´es suivant la se´quence de polissage suivante : 1/ abrasion sous
eau et sur papiers SiC Hermes P1200 (taille de grains ˜15 µm), P2400 (taille de grains ˜8 µm),
puis P4000 (taille de grains ˜5 µm). 2/pre´-polissage avec solutions de diamants polycristallins
Buehler en suspension (3 µm et 1 µm) sur support tisse´ TexMet (Buehler). 3/phase de polissage
proprement dite, avec suspensions d’alumine (taille de grains ˜300 nm) et de silice collo¨ıdale (taille
de grains ˜50 nm) sur supports TexMet. Les surfaces sont ensuite soigneusement rince´es a` l’eau
de´mine´ralise´e.
Les observations sont re´alise´es sur un microscope Zeiss Universal e´quipe´ d’objectifs en fluorine
x6 (N.A. 0,2) et x20 (N.A. 0,6), et d’une lampe a` vapeur de mercure. Deux jeux de filtres sont
disponibles : 1/un filtre d’excitation a` 365 nm (UV) couple´ a` un filtre d’e´mission passe-haut a`
partir de 430 nm. 2/un filtre d’excitation a` 435 nm (bleu) couple´ a` un filtre d’e´mission passe-haut
a` partir de 510 nm.
Microscopie confocale a` balayage laser.
Les pre´parations sont re´alise´es suivant le meˆme protocole que pour la microscopie de fluo-
rescence classique. Les observations sont re´alise´es sur un microscope confocal Olympus FV-1000
inverse´ (instrument he´berge´ au LIONS, CEA-Saclay, France ; collaboration C. Chevallard et P.
Guenoun), e´quipe´ de plusieurs lasers d’excitation (les lasers utilise´s dans cette e´tude sont deux
lasers He-Ne, e´mettant a` λ = 488 nm et 543 nm). Deux objectifs sont utilise´s, un objectif x20
(Olympus UPLSAPO, NA=0.75) et un x40 (Olympus UPLFLN, NA=0.75), pour lesquels l’ou-
verture confocale est respectivement fixe´e a` 80 et 130 µm (correspondant au diame`tre de la tache
de Airy pour ces objectifs). Le plan d’observation est focalise´ environ 2 µm sous la surface de
l’e´chantillon, afin d’e´viter toute contribution potentielle de polluants ou re´sidus de polissage au
signal lumineux. La lumie`re re´e´mise par la surface est soit collecte´e a` l’aide d’un filtre passe-haut
BA 560 IF, soit dans certains cas a` l’aide d’un module d’analyse spectrale (disponible tardivement
sur l’installation) par pas de 10 nm. La re´solution late´rale the´orique maximale est variable selon
la longueur d’onde d’excitation et les objectifs utilise´s, elle peut eˆtre calcule´e d’apre`s le crite`re de
Rayleigh pour une ouverture circulaire :
rxy = 0, 61 ∗ λ/N.A. (5.1)
La pre´sence d’un diaphragme re´glable dans le plan image entraine une ame´lioration de la
re´solution late´rale (Benoit et al., 2011) :
rxy = 0, 4 ∗ λ/N.A. (5.2)
La re´solution maximale the´orique est donc, dans nos conditions d’acquisition, de 260 nm a` λ =
488 nm et de 290 nm a` λ = 543 nm pour les deux objectifs.
Colorations :
L’e´pifluorescence naturelle de certains constituants organiques des coquilles de mollusques rend
souvent possible l’observation de leurs organisations microstructurales, sans pour autant avoir
recours a` un traitement spe´cifique. Mais l’interpre´tation de ces re´sultats reste limite´e, plusieurs
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dizaines (voire centaines) de compose´s e´tant susceptibles de fournir une re´ponse pour une lon-
gueur d’onde d’excitation donne´e, rendant toute tentative de caracte´risation par e´pifluorescence
naturelle illusoire. Des colorations plus spe´cifiques sont ne´anmoins possibles a` l’aide de fluoro-
phores, mole´cules fluorescentes e´quipe´es d’une sonde mole´culaire posse´dant une affinite´ plus ou
moins se´lective avec certains compose´s organiques, et qui sont tre`s largement utilise´es en biologie
mole´culaire (se´quenc¸ages, marquages immunologiques, etc.). Il existe ainsi une vaste gamme de pro-
duits disponibles dans le commerce. Malheureusement ceux-ci sont optimise´s pour des applications
biologiques, ils sont ainsi tre`s spe´cifiques d’une ou plusieurs mole´cules cibles, souvent pre´sentes en
quantite´ et donc facilement colorable, meˆme avec une faible quantite´ de marqueurs (fluorophore
peu intense/faible concentration) dans les pre´parations histologiques ou cytologiques : ces com-
pose´s sont ainsi tre`s mal adapte´s pour la coloration de bio-carbonates, dans lesquels les compose´s
organiques ne repre´sentent qu’un faible pourcentage de la masse totale, mais sont extreˆmement
diversifie´s.
Trois fluorophores ont e´te´ teste´s dans notre e´tude : les surfaces d’e´tudes polies sont au pre´alable
tre`s le´ge`rement attaque´es en pre´sence d’un fixateur organique (solution d’acide formique, 0,1 wt.%
+ glutaralde´hyde, 5% v/v ; 10 sec) afin de de´gager la matrice organique et de favoriser l’adsorption
du traceur.
1 - Bodipy® 493/503 (excitation/e´mission) (In Vitrogen). Cette mole´cule est double-
ment inte´ressante : 1/elle fait preuve d’une intense fluorescence, dont le rendement n’est pas diminue´
dans l’eau, et est donc particulie`rement adapte´e pour la coloration de mole´cules en faibles quan-
tite´s 2/elle est intrinse`quement lipophile, et peut donc eˆtre utilise´e telle quelle pour la de´tection
de lipides, sans ne´cessite´ de la combiner a` une sonde mole´culaire (Molecular Probes Handbook,
2010). Il a ainsi e´te´ montre´, en cytome´trie de flux, que des colorations re´alise´es avec cette mole´cule
sont plus spe´cifiques des gouttelettes lipidiques intracellulaires que les colorations avec du rouge
Nil (Gocze et Freeman, 1994). La solution de stockage est re´alise´e par dissolution dans l’e´thanol
(10 mg dans 10 ml), la coloration est re´alise´e avec une solution dilue´e a` (100 µg/ml) pendant une
dure´e variant de 10 min a` 30 min.
Le fluorophore est de´tecte´ de deux fac¸ons : dans un premier temps, la pre´sence d’un pied a`
360 nm dans le pic d’excitation (˜10% du pic principal, figure 71f) nous permet d’utiliser le jeu de
filtres UV (365/430). Cette e´tape permet d’identifier visuellement le fluorophore (vert intense), et
surtout de le dissocier du fond d’autofluorescence de l’e´chantillon (le shift de Stokes de la majo-
rite´ des compose´s provoque alors une fluorescence majoritairement bleue a` cette longueur d’onde
d’excitation), meˆme si le potentiel du fluorophore est ”gaˆche´” (10% seulement de son intensite´ de
fluorescence a` 493 nm). Cette e´tape pre´liminaire est ne´cessaire avant de re´aliser, dans un second
temps, une visualisation par microscopie confocale, avec tous les avantages inhe´rents a` cette tech-
nique (meilleure re´solution, restitutions 3D, etc.) et ou` le plein potentiel du fluorophore s’exprime
(sous une excitation - laser vert He-Ne, λ = 488 nm).
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Figure 71 – Tests de coloration au Bodipy® 493/503 sur la couche prismatique d’une coquille
de Pinctada margaritifera. a-c) Fluorescence naturelle des enveloppes des prismes a` 436 nm (a),
376 nm (b) d’excitation, et en microscopie confocale a` 488 nm d’excitation (c). d-e) Fluorescences
additionne´es du fluorophore et des enveloppes a` 436 nm (d) et 376 nm (e) d’excitation. f) Spectres
d’e´mission et d’absorption du Bodipy®. g) a` 436 nm, les deux fluorescences ne sont pas discernables
l’une de l’autre. h) a` 376 nm, la couleur de fluorescence caracte´ristique du Bodipy®, faiblement
excite´ par les UV, permet de le discerner des la fluorescence naturelle de la coquille. i) A 488 nm
au confocal laser, les deux fluorescences ne sont pas discernables.
2 - Acridine Orange 500/533-656 (excitation/e´mission). L’acridine orange est un co-
lorant cationique commune´ment utilise´ (Marlowe et Dillaman, 1995; Gautret et al., 2003) pour
de´tecter diffe´rents compose´s pre´sentant des sites actifs libres et charge´s ne´gativement (tels que les
glycoprote´ines (Brandes et Reale, 1990)). Son interpre´tation n’est pourtant pas e´vidente, puisque
la couleur d’e´mission peut varier du vert au rouge selon l’environnement direct de la mole´cule (cf
section 1.2.2), et compliquant le travail sous microscope confocal (plusieurs jeux de filtres, ou un
analyseur spectral, sont requis). Les pre´parations sont colore´es 30 min dans une solution a` 200
µg/ml (20 mg dissous dans 95 ml d’eau et 5 ml d’e´thanol).
3- Rouge Nil 549/628 (In Vitrogen). Le rouge Nil est classiquement utilise´ comme colorant
des compose´s lipidiques, et son spectre de fluorescence de´pend lui aussi de son environnement
physico-chimique : il re´e´met ainsi dans le jaune lorsqu’il est en contact avec des triglyce´rides
neutres, et dans le rouge lorsqu’il s’inse`re dans des membranes phospholipidiques (Benoit et al.,
2011). Les tests, re´alise´s a` diverses concentrations (de 10 µg/ml a` 1 mg/ml, solvant Dimethyl
Sulfoxide - DMSO) pendant 10 min a` 1h, se sont re´ve´le´s infructueux sur nos coquilles, avec pour
cause probable la trop faible intensite´ de fluorescence du fluorophore, qui le rend difficilement
discernable du fond de fluorescence de l’e´chantillon en microscopie classique et confocale.
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Note : Ces tests de coloration e´taient initialement pre´vus pour une e´tude en microscopie
confocale, et sont encore largement perfectibles, notamment en ce qui concerne la fixation du
colorant sur la pre´paration qui reste he´te´roge`ne malgre´ une attaque pre´alable. Le biais principal,
comme cela s’est re´ve´le´ eˆtre le cas avec les tests au rouge Nil, est lie´ a` l’autofluorescence de la
coquille, qui peut parfois masquer la signature du fluorophore. Avec un jeu de filtres classique
en microscopie confocale, il peut ainsi s’ave´rer tre`s de´licat de se´parer les deux signaux et c’est,
paradoxalement, sous microscope classique avec un simple capteur CCD RVB que l’information
est la plus pertinente, la couleur de re´ponse spe´cifique du fluorophore e´tant bien plus facile a`
distinguer pour un œil habitue´. Nous avons donc syste´matiquement effectue´ les observations en
microscopie classique, et n’avons finalement re´alise´ qu’occasionnellement des observations en mode
confocal laser, sur des zones ou` la coloration a e´te´ confirme´e dans un premier temps.
Par chance, le Bodipy® 493/503 e´met une re´ponse dans les verts, lorsqu’il est excite´ sous UV
(λ=360 nm) (Figure 71h), ce qui nous procure un bon moyen de distinguer ce fluorophore du
fond de fluorescence de la coquille, statistiquement situe´ dans les bleus pour cette longueur d’onde
d’excitation (de´calage moyen de Stokes).
L’adjonction re´cente d’un module d’analyse spectrale, achete´ en 2012, sur l’Olympus FV-1000
inverse´ devrait a` terme permettre d’identifier et de se´parer les re´ponses spectrales, ce qui devrait
faciliter l’utilisation du protocole de marquage de´veloppe´ dans cette e´tude en microscopie confocale
laser a` un plus large spectre de carbonates bioge´niques.
5.2.2 Microscopies e´lectroniques
Microscopie E´lectronique a` Balayage (MEB).
Pour les observations en microscopie e´lectronique a` balayage, le protocole de pre´paration des
e´chantillons de´pend de plusieurs parame`tres (type microstructural, mine´ralogie, taxon, type de
de´tecteur, objectif de la pre´paration, ...), ce qui nous a conduit a` adapter, a` chaque fois, le traite-
ment pour chaque pre´paration. Les observations en e´lectrons re´trodiffuse´s (BSE) sont ge´ne´ralement
re´alise´es sur des surfaces polies suivant la se´quence : papiers Hermes P1200, P2400 et P4000, sus-
pensions de diamants polycristallins (3 µm et 1 µm), suspensions d’alumine (taille de grains ˜300
nm) et de silice collo¨ıdale (taille de grains ˜50 nm). Les observations en e´lectrons secondaires sont
re´alise´es soit sur des fractures fraiches, soit sur des section polies, ayant subi ou non des attaques
me´nage´es : les types et dure´es d’attaques sont syste´matiquement pre´cise´s en le´gende des figures.
Les observations ont e´te´ re´alise´es sur :
1 - un microscope Philips XL 30 e´quipe´ d’un de´tecteur d’e´lectrons secondaires (SE) et/ou
d’un de´tecteur d’e´lectrons re´trodiffuse´s (BSE). La distance de travail est de 10 mm avec une tension
d’acce´le´ration le plus souvent fixe´e a` 25 keV (30 keV pour les images BSE). Pour les observations en
e´lectrons secondaires, les e´chantillons sont me´tallise´s a` l’Au/Pd ; pour les observations en e´lectrons
re´trodiffuse´s, les surfaces sont recouvertes d’un film de carbone (Polaron Sputter-coater E5100).
2 - Un microscope Carl Zeiss Ultra Plus a` e´mission de champ (FEG-SEM) e´quipe´
de de´tecteurs d’e´lectrons secondaires (SE) et re´trodiffuse´s (BSE) classiques et InLens, qui est
he´berge´ au National History Museum de Londres, UK. Le microscope est utilise´ avec une tension
d’acce´le´ration de 1 keV, l’e´chantillon est place´ a` une distance de travail de 4 mm. Les e´chantillons
ne sont pas me´tallise´s/carbone´s. Ces mesures ont e´te´ finance´es dans le cadre d’un projet Synthesis
(collaboration A. Ball et L. Howard).
3 - Un microscope de table Phenom Pro X e´quipe´ d’une pointe CeB6 et d’un de´tecteur
d’e´lectrons re´trodiffuse´s (BSE). Le microscope est utilise´ avec une tension d’acce´le´ration de 15
keV et d’un syste`me de re´duction de charges, qui permet de ne pas avoir a` carboner/me´talliser la
surface.
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Colorations :
Des tentatives de colorations, base´es sur l’utilisation d’e´le´ments tre`s lourds ayant une affinite´
marque´e pour certains compose´s organiques, ont e´te´ re´alise´es. Nous nous sommes pour cela base´s
sur les techniques de pre´paration de tissus mous pour microscopie e´lectronique en transmission,
qui sont couramment utilise´es en biologie, en les adaptant pour nos pre´parations. Deux colorations
ont e´te´ teste´es :
1 - uranyle/Plomb : Des sections radiales e´paisses sont re´alise´es, puis polies suivant la se´quence :
papiers Hermes P1200, P2400 et P4000, suspensions de diamants polycristallins (3 µm et 1 µm),
suspensions d’alumine (taille de grains ˜300 nm) et de silice collo¨ıdale (taille de grains ˜50 nm),
avant d’eˆtre soigneusement rince´es a` l’eau de´mine´ralise´e. Les surfaces d’e´tude sont tout d’abord
le´ge`rement attaque´es dans une solution d’acide formique dilue´e (0,1 % wt.) en pre´sence d’un fixa-
teur organique (glutaralde´hyde, 3% v/v) pendant 20 sec, afin de de´gager tre`s le´ge`rement la matrice
organique de la phase mine´rale et de favoriser l’adsorption du traceur. Elles sont ensuite plonge´es
dans une solution de citrate de plomb (0,4 g dilue´s dans 100 ml d’eau + 10 ml de NaOH 1M)
pendant 30 min, rince´es a` l’eau de´mine´ralise´e et soigneusement se´che´es, avant d’eˆtre de nouveau
plonge´es dans une solution d’ace´tate d’uranyle (6 g dilue´s dans 90 ml d’une solution eau + e´thanol,
50/50 v/v) pendant 20 min. Les surfaces sont ensuite soigneusement rince´es a` l’eau de´mine´ralise´e
et se´che´es, puis observe´es en e´lectrons re´trodiffuse´s (BSE - sensibilite´ au poids atomique).
2 - Te´troxyde d’osmium : D’apre`s les premiers tests sur surface polie, il apparait que cette
coloration est trop aggressive en solution, et dissout les surfaces lorsqu’elles entrent en contact
avec celle-ci, meˆme apre`s dilutions successives. Ne´anmoins, lors d’un essai d’exposition de trois
e´chantillons (cassures fraiches de Nerita et Patella actuelles, et Patella fossile) a` de la vapeur
d’osmium, effectue´ en les plac¸ant a` proximite´ d’une solution sature´e (4% vol. dilue´e dans l’eau)
qui de´gaze dans une enceinte scelle´e pendant 1h, cette technique s’est re´ve´le´e capable de re´aliser
des attaques me´nage´es extreˆmement le´ge`res et de re´ve´ler des de´tails microstructuraux inaccessibles
avec les attaques me´nage´es en solution (Figure 50j-l). Ce protocole a de plus permis de colorer des
incre´ments de croissance dans une des pre´parations ci-dessus (Figure 10e-f).
Coloration de Feigl : Cette coloration, a` base de sulfates d’argent et de mangane`se et pre´pare´e
suivant la recette de Friedman (1959), engendre la formation d’un pre´cipite´ au contact de l’ara-
gonite, ce qui permet de distinguer cette dernie`re des autres carbonates (calcite + dolomite). Ce
pre´cipite´ forme´ est gris-noir, ce qui permet de caracte´riser le polymorphe de carbonate de calcium
exprime´ a` l’œil nu ou en microscopie optique, mais il est aussi riche en Ag et Mn, dont le poids
atomique supe´rieur au Ca cre´e un fort contraste en e´lectrons re´trodiffuse´s (BSE) et permet ainsi de
re´aliser cette caracte´risation a` plus fine e´chelle au MEB. Bien qu’accessoire, cette technique s’est
re´ve´le´e parfois tre`s utile pour caracte´riser rapidement la pre´sence d’aragonite dans un e´chantillon.
Microscopie E´lectronique en Transmission (MET).
Pour les observations en microscopie e´lectronique en transmission, des lames minces de sections
radiales sont pre´pare´es suivant le protocole de´crit section 5.2.1, jusqu’a` ce que leur e´paisseur soit
re´duite au minimum (entre 5 et 10 µm). Les sections d’inte´reˆt sont ensuite fore´es dans la lame en
disques de 3 mm de diame`tre, puis colle´es sur une grille simple perfore´e de microscopie (Cu) a` l’aide
d’une re´sine e´poxy (Figure 51a-c). Les pre´parations sont ensuite re´duite a` l’e´paisseur requise pour
devenir transparentes aux e´lectrons rapides a` l’aide d’un amincisseur ionique Gatan Precision Ion
Polishing System (PIPS) : les deux canons a` ions Ar+ (incline´s a` 7° et 4°, tension d’acce´le´ration a` 5
keV pendant la phase de re´duction d’e´paisseur, puis a` 2.5 keV lors de la phase finale) cre´ent un trou,
dont la bordure biseaute´e extreˆmement fine est particulie`rement approprie´e pour la microscopie
MET. Un fin de´poˆt de carbone (˜15 nm) est ensuite re´alise´ par e´vaporation sur la surface pour
permettre l’e´vacuation des charges dans le microscope.
Les observations sont re´alise´es sur un microscope JEOL 3010 et un JEOL 2011 (he´berge´s
au CINAM, Marseille ; collaboration A. Baronnet) e´quipe´ d’un filament LaB6, avec des tensions
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d’acce´le´rations fixe´es respectivement a` 300 keV et 200 keV. La dose d’exposition est minimise´e
en effectuant les re´glages hors champs de la zone d’e´tude, afin de limiter les de´gaˆts ge´ne´re´s par
le faisceau. La lentille-objectif est le´ge`rement de´focalise´e, ce qui e´mule du contraste de phase et
re´ve`le ainsi certains de´tails microstructuraux. Les cliche´s de diffraction localise´s (SAED) sont
oriente´s graˆce a` un porte-e´chantillon double tilt. Le JEOL 2011 est e´quipe´ d’un de´tecteur Bruker a`
dispersion d’e´nergie (EDS) permettant de re´aliser des de´terminations de compositions e´le´mentaires
localise´es.
Microsonde E´lectronique.
Des sections radiales sont inclues dans une re´sine e´poxy, puis coupe´es et polies avec papiers
Hermes P1200, P2400 et P4000, et suspensions de diamants polycristallins (3 µm et 1 µm). Les
surfaces sont soigneusement rince´es a` l’eau de´mine´ralise´e et recouvertes d’un fin de´poˆt de carbone
(sous e´vaporateur) assurant l’e´vacuation des charges. Les cartes de distributions de Ca, Mg, Sr et
S sont collecte´es sur une microsonde e´lectronique a` dispersion de longueur d’onde (WDS) Cameca
SX100 (he´berge´e au National History Museum de Londres, UK). La tension d’acce´le´ration des
e´lectrons est fixe´e a` 15 keV, pour un courant de fuite de 20 nA. Ces mesures ont e´te´ finance´es dans
le cadre d’un projet Synthesis (collaboration J. Spratt).
5.2.3 Microscopie de force atomique (AFM)
Des sections d’une e´paisseur d’environ 5 mm sont re´alise´es et polies avec papiers Hermes P1200,
P2400 et P4000, et suspensions de diamants polycristallins (3 µm et 1 µm), et dans certains cas
de suspensions d’alumine (taille de grains ˜300 nm). Les surfaces sont ensuite tre`s faiblement
attaque´es a` l’aide d’une solution d’acide ace´tique dilue´e, parfois en pre´sence d’un fixateur organique
(glutaralde´hyde), afin d’e´liminer les re´sidus de polissage ; ce proce´de´ n’induit pas d’arte´fact majeur
(Dauphin et Dufour, 2008). Le comportement des e´chantillons lors de ces attaques me´nage´es varie
fortement selon les espe`ces et/le mode d’ope´ration du microscope, les dure´es d’attaque et solutions
utilise´es sont donc pre´cise´es pour chaque cas en le´gende des figures.
Les observations sont re´alise´es sur un microscope Veeco (Bruker) Dimension 3100 en modes
contact et tapping, et sur un Multimode 8 en mode QNM (mate´riel de de´monstration Bruker).
Mode contact.
En mode contact, la pointe reste en permanence au contact de l’e´chantillon au cours du ba-
layage, la de´flexion verticale est maintenue constante et le de´placement en z du levier fournit donc
une image directe de la topographie de la surface de l’e´chantillon (la de´flexion horizontale ren-
seigne alors sur la friction entre la pointe et la surface). Le signal d’erreur de de´flexion est aussi
enregistre´ : il correspond a` la soustraction du signal enregistre´ par la photodiode par la valeur de
setpoint du syste`me de feedback de l’AFM. Il fournit ainsi une image des changements abrupts de
pente corrige´s de la hauteur moyenne, ce qui re´ve`le les faibles contrastes relatifs aux organisations
structurales. Son principal inconve´nient est la de´gradation rapide des e´chantillons/pointes fragiles,
et les artefacts qui en re´sultent ; il permet ne´anmoins de cartographier des de´tails topographiques
fins.
Ce mode offre aussi la possibilite´ de re´aliser des courbes ponctuelles d’approche-retrait, qui
permettent de de´terminer localement certaines proprie´te´s . En particulier :
L’e´lasticite´ Lorsque la pointe entre en contact avec la surface puis la de´forme au cours de la phase
d’approche (courbe verte, e´tape (2) a` (3), figure 28a-b), le microlevier subit une flexion, dont
la pente e´quivalente sur la courbe de force est proportionnelle a` la de´formation subie par
le mate´riau. Dans le cas d’une de´formation purement e´lastique, la pointe suit exactement
la meˆme pente lors de la phase de retrait (courbe rouge, figure 28a-b), et celle-ci est alors
proportionnelle au module de Young/DMT du mate´riau, ce qui permet de caracte´riser son
e´lasticite´. Si l’on poursuit la flexion (ou dans le cas d’un mate´riaux dur) la pointe marque
alors la surface d’une indentation, qui cre´e´ un de´calage en Z entre les courbes d’approche et
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de retrait : on conclut ainsi que le mate´riau a subi une de´formation e´lastique, suivie d’une
de´formation ine´lastique.
L’adhe´sion Lorsque la surface exerce une attraction forte sur la pointe, celle-ci peut rester ”colle´e”
sur la surface lors du retrait du microlevier ce qui provoque un fle´chissement inverse de ce
dernier, jusqu’au de´crochement (accompagne´ d’un le´ger ressaut) qui se situe bien apre`s le
point de contact initial (courbe verte, e´tape (4), figure 28a-b). La variation de de´flexion du
levier lors du de´crochage est alors proportionnelle aux forces d’adhe´sions exerce´es par la
surface, permettant de les caracte´riser. L’aire comprise entre les courbes d’approche et de
retrait (surface jaune, figure 28a) est quant a` elle proportionnelle a` l’e´nergie dissipe´e entre
la pointe et la surface (qui peut eˆtre assimile´e a` la somme des interactions correspondant au
signal de phase en mode tapping).
Dans le cadre de cette e´tude, nous n’avons pu calibrer correctement le microlevier, et ne pouvons
donc de´terminer de valeurs quantitatives de ces deux parame`tres ; les cartographies permettent
ne´anmoins de comparer qualitativement leurs variations relatives dans l’e´chantillon.
Ces courbes d’approche-retrait peuvent eˆtre en effet, dans une certaine limite, re´alise´es en car-
tographie (mode dit Force Volume, cartes de 16x16, 32x32 ou 64x64 points) : ces cartes prennent
ne´anmoins plusieurs heures, pendant lesquelles aucune de´rive de l’e´chantillon ne doit se produire
(ce qui est pratiquement impossible a` petite e´chelle, la simple dilatation thermique ayantalors
un impact fort) et se re´ve`lent donc particulie`rement de´licates a` re´aliser, surtout a` des e´chelles
sub-microme´triques. Ces de´rives sont plus re´duites dans le cas de grands champs : certaines mi-
crostructures simples et de grande dimension peuvent alors eˆtre caracte´rise´es en utilisant ce mode,
comme l’illustrent la cartographie d’une membrane se´parant deux prismes de Pinctada marga-
ritifera ci-dessous. Celle-ci, compose´e uniquement de mole´cules organiques, apparait fortement
adhe´sive (contraste noir, figure 72b).
Figure 72 – Membrane interprismatique de Pinctada margaritifera observe´e en mode contact
(etching acide ace´tique. a) Image de topographie (512x512). b) Cartographie de l’adhe´sion (32x32).
c) Courbes de forces localise´es dans la membrane (A) et dans le prisme (B) ; la ligne jaune marque
la position en Z pour b.
Mode tapping.
En mode tapping, la pointe oscille a` fre´quence de re´sonance du microlevier, et n’est donc plus
qu’en contact intermittent avec la surface. La topographie de l’e´chantillon peut donc eˆtre image´e
avec un minimum de de´gradations, raison pour laquelle ce mode est souvent pre´fe´re´ au mode
contact. En outre, le retard de phase entre la pe´riode de l’oscillation impose´e par le module de
controˆle et celle enregistre´e, en chaque point, est cause´ par les multiples interactions qui peuvent
se produire entre la pointe et la surface de l’e´chantillon. S’il n’est pas possible, dans ce mode, de
de´convoluer, les forts contrastes de phase enregistre´s sont, en premie`re approximation, associe´s a`
des variations des proprie´te´s de de´formation e´lastique ou d’adhe´sion de la surface, regroupe´es sous
le terme de ”proprie´te´s visco-e´lastiques”. Dans le cas des bio-carbonates, les forts contrastes de
visco-e´lasticite´ peuvent eˆtre associe´s a` la pre´sence de compose´s organiques et/ou de carbonate de
calcium amorphe (fortement visco-e´lastiques) (Dauphin, 2008).
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Mode QNM.
Le mode Quantitative Nanomechanical Property Mapping (QNMTM ) est un mode de carto-
graphie de courbes de forces tre`s rapide. Il s’agit en fait d’un mode tapping ”e´volue´” : la pointe
oscille a` fre´quence de re´sonance du microlevier et balaye donc la surface de l’e´chantillon en contact
intermittent, mais re´alise de plus pour chaque pe´riode de l’oscillation une courbe comple`te d’ap-
proche retrait. La pointe e´tant calibre´e, ce mode permet de re´aliser en quelques minutes des cartes
512x512 quantitatives d’e´lasticite´ (module DMT ou module de Young) et d’adhe´sion de la surface.
Note : Ce mode ne nous a e´te´ disponible que lors d’une journe´e de de´monstration de la socie´te´
Bruker, qui nous a propose´ de re´aliser quelques cartes sur nos e´chantillons (collaboration M. Febvre,
Bruker nano-optics).
5.2.4 Spectroscopies
Spectroscopie Infrarouge a` Transforme´e de Fourier (FT-IR).
Spectroscopie FT-IR sur poudres : Les e´chantillons sont de´contamine´s dans un bain de
NaClO pendant 1h, puis place´s dans un bain a` ultrasons pendant 1 min. Ils sont ensuite rince´s a`
l’eau de´mine´ralise´e, finement broye´s a` l’aide d’un broyeur e´lectrique a` billes, puis se´che´s sous e´tuve
a` 40°C pendant 2 jours. Ils sont ensuite me´lange´s avec du KBr de granulome´trie e´quivalente (ratio
e´chantillon/KBr ≈ 5 %).
Les spectres sont enregistre´s sur un spectrome`tre FT-IR Frontier (Perkin-Elmer) entre 4000
cm−1 et 450 cm−1, avec une re´solution spectrale de 4 cm−1, moyenne´s sur 16 scans et avec une
forte apodisation. Ce spectrome`tre est e´quipe´ d’un accessoire de re´flexion diffuse (DRIFT), qui
permet de s’affranchir de l’e´tape de pre´paration de pastilles de KBr utilise´es en transmission, cette
dernie`re pouvant par effets de pression localise´e de´naturer certaines prote´ines. Les spectres obtenus
sont normalise´s et corrige´s par la fonction de Kubelka-Munk, qui permet de comparer les donne´es
obtenues en DRIFT entre elles et avec celles obtenues en transmission.
Les spectres FT-IR permettent de caracte´riser la phase mine´rale, les vibrations du groupe
CO2−3 pre´sentant en effet des bandes caracte´ristiques du polymorphe de carbonate de calcium ex-
prime´ : la calcite pre´sente des bandes ν3 a` ˜1428 cm
−1, un doublet ν2 a` 877-848 cm−1, et une
bande ν4 a` 713 cm
−1, alors que l’aragonite pre´sente une bande ν3 a` ˜1471 cm−1 et deux doublets,
ν2 a` 858-844 cm
−1 et ν4 a` 713-700cm−1 (Jones et Jackson, 1993).
Les mole´cules organiques, ou tout du moins certains groupes mole´culaires qu’elles contiennent,
pre´sentent elles aussi des signatures FT-IR tre`s spe´cifiques. La spectroscopie FT-IR est ainsi une
technique tre`s puissante de caracte´risation des compose´s organiques. Les groupement amides des
mole´cules azote´s pre´sentent des se´ries de vibrations caracte´ristiques (entre 1597 et 1695 cm−1 pour
les bandes amide I, entre 1515 et 1580 cm−1 pour les bandes amide II, aux alentours de 3500
cm−1 pour les bandes amides A), de meˆme que les groupements CH, que l’on trouve en abondance
dans les lipides - mais aussi dans d’autres mole´cules (entre 2850 cm−1 et 3000 cm−1 pour les
groupements -CH, entre 3000 et 3100 cm−1 pour les groupements =CH). Les sucres peuvent eux
pre´senter une vaste de se´rie de bandes, s’e´talant de 800 a` 1100 cm−1, et sont souvent complexes a`
e´tudier en spectroscopie IR.
Thermogravime´trie couple´e FT-IR : Les e´chantillons sont de´contamine´s dans un bain de
NaClO pendant 1h, dans un bain a` ultrasons pendant 1 min. Ils sont ensuite rince´s a` l’eau
de´mine´ralise´e, finement broye´s a` l’aide d’un broyeur e´lectrique a` billes, puis se´che´s sous e´tuve
a` 40°C pendant 2 jours. Les mesures sont re´alise´es sur un couplage TGA-FTIR TL 8000 (Perkin
Elmer), avec un chauffage de 70°C a` 800°C et un gradient de 25°C/min. Les gaz de´gage´s lors du
chauffage sont simultane´ment analyse´s par le spectrome`tre FT-IR entre 450 cm−1 et 4000 cm−1.
Le montage est particulie`rement sensible et permet de de´tecter de tre`s faibles e´missions gazeuses ;
on peut ainsi suivre au cours du temps le de´gazage de mole´cules d’H2O (1580 cm
−1), de CO2 (2350
cm−1), de NH3 (vibrations a` 950 et 975 cm−1) et de CH4 (vibrations entre 2900 et 2930 cm−1).
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Note : Ce mate´riel ne nous a e´te´ disponible que lors d’une journe´e de de´monstration de la
socie´te´ Perkin Elmer.
Micro- spectroscopie SR-FT-IR : Une section radiale de l’e´chantillon est pre´pare´e et polie
avec papiers Hermes P1200, P2400 et P4000, et suspensions de diamants polycristallins (3 µm et 1
µm), soigneusement rince´e a` l’eau de´mine´ralise´e puis le´ge`rement attaque´e dans une solution d’acide
ace´tique (1% v/v) pendant 5 sec afin d’e´liminer les pollutions de surface et/ou re´sidus de polissage.
Les cartographies ont e´te´ re´alise´es sur la ligne de lumie`re ID21 de l’European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF, Grenoble, France), sur un microscope IR Continuµm couple´ a` un spectrome`tre a`
transforme´e de Fourier Nexus (Thermo Nicolet), et e´quipe´ d’objectifs de focalisation et de collecte
Schwarzschild x32 (NA 0,65). Le microscope est e´quipe´ d’une platine motorise´e informatise´e. Les
cartographies ont e´te´ re´alise´es en mode re´flexion, avec un pas d’e´chantillonnage x/y de 10 µm
(taille du diaphragme de 10x10 µm2) ; 256 spectres sont accumule´s pour chaque pas, enregistre´s
entre 700 cm−1 et 4000 cm−1 avec une re´solution spectrale de 8 cm−1.
Le logiciel Omnic (Thermo Nicolet) est utilise´ pour le traitement des donne´es.
Micro- spectroscopie confocale Raman.
Des sections radiales e´paisses sont re´alise´es dans les coquilles, et polies suivant la se´quence de
polissage : disques abrasifs, suspensions diamante´es, suspension d’alumine. Une se´rie de mesures
(Figures 11 et 25) est re´alise´e sur une lame mince fine (˜10-15 µm) d’une section radiale de Nerita
undata, re´alise´e suivant notre protocole standard. Toutes les pre´parations sont ensuite plonge´es
dans un bain a` ultrasons (˜30 s) puis soigneusement rince´es a` l’eau de´mine´ralise´e.
Les observations sont re´alise´es sur un microscope confocal Raman WITec alpha 300 R (WI-
Tec GmbH, Allemagne), instrument he´berge´ a` l’Alfred Wegener Institut (AWI, collaboration G.
Nehrke). Les cartes haute re´solution sont re´alise´es a` l’aide une table pie´zoe´lectrique (champ maxi-
mal : 200 µm x 200 µm) posse´dant un pas minimal de 4 nm en late´ral et 0.5 nm en vertical, et les
cartes grand champ avec une table motorise´e (champ maximal : 2.5 cm x 2.5 cm) posse´dant un
pas minimal de 100 nm. Le microscope est couple´ a` un spectrome`tre tre`s haut de´bit (UHTS 300,
WITec, Allemagne). Les cartes grand champ sont re´alise´es avec un objectif Nikon 20x (NA 0.4)
et un pas late´ral d’e´chantillonnage de 3,33 µm ; les cartes hautes re´solutions sont re´alise´es avec un
objectif Nikon 100x (NA 0.9) et un pas de 370 nm. Deux lasers d’excitations diffe´rentes (532 nm
et 785 nm) sont disponibles. Le laser proche infrarouge (785 nm) est ge´ne´ralement utilise´ pour les
e´chantillons pre´sentant une e´pifluorescence trop forte a` 532 nm, celle-ci e´tant bien plus re´duite a`
785 nm. Mais lorsque la fluorescence de l’e´chantillon le permet, l’utilisation du laser vert (532 nm)
ame´liore le´ge`rement la re´solution spatiale tout en donnant acce`s a` une plus large gamme spectrale :
de 70 cm−1 (domaine typique des modes vibrationnels externes des mailles de compose´s massifs)
jusqu’a` 3600 cm−1 (domaine plus typique des modes vibrationnels internes de groupes fonctionnels
des mole´cules). Ce dispositif est donc ge´ne´ralement pre´fe´re´, car il rend possible la caracte´risation
d’un plus grand nombre de groupes fonctionnels de la phase organique. Le polymorphe de carbo-
nate de calcium exprime´ est quant a` lui facilement identifie´ par ses modes externes et/ou internes
(Bischoff et al., 1985; Behrens et al., 1995).
Le logiciel WITecProject (verion 2.04) est utilise´ pour le traitement des spectres et des carto-
graphies ; les positions des pics Raman sont raffine´es en utilisant la routine “Mulipeak Fitting 2” du
logiciel IGOR Pro (v 6.11, WaveMetrics, Inc. USA), en se´lectionnant comme fonction d’ajustement
une fonction de re´partition gaussienne.
Note concernant la re´solution : La re´solution late´rale est variable selon les objectifs utilise´s ;
en l’absence de diaphragme re´glable dans le plan image (il s’agit d’un pinhole calibre´ de dimension
fixe), nous pouvons l’estimer par le crite`re de Rayleigh (cf e´quation 5.1) : elle est ainsi par exemple
de 520 nm, si l’on utilise une longueur d’onde d’excitation de 785 nm et l’objectif 100x (N.A.
0,9). Avec un pas de 370 nm, les cartes sont donc le´ge`rement sur-e´chantillonne´es a` cette longueur
d’onde.
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Micro- spectroscopie XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure).
Une section radiale de l’e´chantillon est pre´pare´e et polie avec papiers Hermes P1200, P2400 et
P4000, suspensions de diamants polycristallins (3 µm et 1 µm), puis soigneusement rince´e a` l’eau
de´mine´ralise´e et le´ge`rement attaque´e a` l’aide d’une solution d’acide ace´tique (1% v/v) pendant 5
sec afin d’e´liminer les pollutions de surface et/ou re´sidus de polissage.
Les observations sont re´alise´es sur la ligne de lumie`re ID21 de l’ESRF (Grenoble, France)qui
offre une feneˆtre d’e´nergies disponibles allant de 2 a` 9 keV. L’e´nergie du faisceau X est ici re´gle´e
pour le seuil d’absorption K du soufre (2472 eV) a` l’aide d’un monochromateur a` deux cris-
taux de Si (111), dont la grande re´solution en e´nergie (∆E/E=10−4) est ne´cessaire pour acce´der
aux de´tails spectroscopiques fins a` proximite´ du front d’absorption X ; le flux de photons est de
2.5x109 photon/s. Le microscope X a` balayage (SXM) (Susini et al., 2002) utilise une optique
focalisante constitue´es de lentilles diffractives de Fresnel, qui permettent d’obtenir un faisceau sub-
microme´trique (0.2x0.7 μm). Les observations sont re´alise´es sous vide pousse´, afin d’e´viter toute
absorption des raies spectrales du soufre par l’air. Un de´tecteur HPGe (germanium de haute purete´)
a` dispersion en e´nergie (Princeton Gamma-Tech, New Jersey) est monte´ dans le plan horizontal
perpendiculaire au faisceau pour collecter les photons X de fluorescence e´mis par la surface de
l’e´chantillon (la ge´ome´trie de ce montage permettant de re´duire au minimum toute contribution
lie´e a` la diffusion e´lastique).
Le µ-XANES permet de cartographier les distributions du soufre dans ses diffe´rents e´tats de
spe´ciation avec une re´solution spatiale micro/sub-microme´trique (Pickering et al., 1998, Dauphin
et al., 2003a, Dauphin et al., 2005, De Stasio et al., 2005, Cusack et al., 2008b). Pour ce faire,
des spectres de re´fe´rence sont re´alise´s sur des standards riches en soufre autour du seuil K du
soufre (entre 2450 et 2540 eV) avec un faisceau de´focalise´ : la chondro¨ıtine sulfate est utilise´e
comme re´fe´rence des polysaccharides sulfate´s, le gypse comme re´fe´rence des sulfates inorganiques,
et la me´thionine, cyste´ine et cystine comme re´fe´rences pour des acides amine´s soufre´s. Les spectres
d’absorption au seuil K du S de la me´thionine, de la cyste´ine et de la cystine pre´sentent tous un
pic principal a` 2473 eV. Les spectres d’absorption au seuil K du S de la chondro¨ıtine sulfate et du
gypse pre´sentent tous deux un pic principal a` 2482 eV, mais chacun avec une structuration bien
spe´cifique dans la partie EXAFS du spectre (Figure 15b). Lorsque l’on prend soin de ve´rifier que les
signatures spectrales de l’e´chantillon a` 2473 eV et 2482 eV correspondent bien aux profils des stan-
dards organiques (pic principal + partie EXAFS), des cartographies re´alise´es a` ces deux e´nergies
permettent ainsi de visualiser les distributions des ces deux types de compose´s organiques, acides
amine´s soufre´s et polysaccharides sulfate´s, dans l’e´chantillon. Ces cartes ne sont pas quantitatives.
Puisque d’autres e´le´ments dont les seuils d’absorption sont plus bas que le seuil K du soufre sont
aussi excite´ a` 2,5 keV, et re´e´mettent donc des photons X de fluorescence, certaines compositions
e´le´mentaires (Sr, P) peuvent ainsi eˆtre de´termine´es simultane´ment a` l’acquisition des cartes du S.
Mais les cartes de distributions obtenues pour ces e´le´ments ne sont pas, elle non plus, quantitatives.
5.2.5 Chromatographies
Chromatographie en phase liquide a` haute performance (HPLC).
Les e´chantillons sont de´contamine´s dans un bain de NaClO (5% v/v) pendant 1h, puis place´s
dans un bain a` ultrasons pendant 1 min. Ils sont ensuite rince´s a` l’eau de´mine´ralise´e, e´tuve´s a` 40°C
pendant 24h, puis finement broye´s a` l’aide d’un broyeur e´lectrique a` billes. La poudre obtenue est
ensuite mise en suspension dans 10 ml d’eau de´mine´ralise´e, puis subit une de´calcification mode´re´e
par l’adjonction progressive d’acide ace´tique (50% v/v) de fac¸on a` maintenir un pH supe´rieur a` 4.
Lorsque la de´calcification est comple`te, le solute´ est centrifuge´ a` 18 000 g pendant 15 min afin de
se´parer la matrice organique soluble (MOS) de la matrice organique insoluble (MOI). Alors que
la MOI, impropre a` l’analyse en HLPC, est rince´e puis directement lyophilise´e et stocke´e pour
d’autres analyses (FT-IR), la MOS est totalement dessale´e a` l’eau de´mine´ralise´e dans des cellules
d’ultrafiltration (Filtron) e´quipe´es de membranes se´paratrice 3 kDa (e´quivalent pour tailles de
mole´cules globulaires) : les tre`s petits poids mole´culaires (< 3 kDa) sont ainsi e´limine´s en meˆme
temps que les sels de de´calcification, et donc perdus. La SOM est ensuite lyophilise´e, puis stocke´es.
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Pour analyse, le lyophilisat de SOM est dissous dans un tampon de Tris (0,2 mM, pH=7,5)
pendant une nuit. Les analyses sont effectue´s a` tempe´rature ambiante, a` l’aide de deux colonnes
TSK-gel monte´es en se´rie (TSK G5000PWXL et G3000PWXL) qui permettent une se´paration
the´orique des prote´ines dont le poids mole´culaire est compris entre 200 et 1.106 Da. Le flux est
de 0.4 ml/min (0.8 ml/min dans le cas de la section 3.1.4). Les mole´cules sont de´tecte´es a` l’aide :
1/d’un re´fractome`tre a` haute sensibilite´ PE 200 (Perkin Elmer) et d’un de´tecteur barrette de diodes
se´rie 1200 (Agilent) dont les canaux sont fixe´s a` 210, 226, 254 et 278 nm.
La calibration des poids mole´culaires (PM) s’effectue en e´talonnant les colonnes avec un jeu de
standards (Biorad) de poids mole´culaires connus : aprotinine (PM=10,8 kDa), ribonucle´ase (PM=
13,7 kDa), chymotrypsine (PM=25 kDa), pepsine (PM=34,7 kDa), BSA (PM=67 kDa), ferritine
(PM=440 kDa) et thyroglobuline (PM=660 kDa).
Note : Les mole´cules utilise´es comme standards e´tant globulaires, les poids mole´culaires ainsi
calcule´s ne sont the´oriquement valables que pour des mole´cules de formes similaires, ce qui n’est pas
force´ment le cas de la vaste majorite´ des mole´cules constituant les SOM extraites de nos coquilles.
Ceci peut ainsi conduire a` des biais tre`s significatifs, difficilement quantifiables : les poids donne´s
sont donc purement estimatifs.
Chromatographie en phase gazeuse (GC).
Les coquilles sont de´contamine´es dans un bain de NaClO (5% v/v) pendant 1h, puis place´es
dans un bain a` ultrasons pendant 1 min. Elles sont ensuite rince´es a` l’eau de´mine´ralise´e, e´tuve´es
a` 40°C pendant 24h, puis finement broye´es a` l’aide d’un broyeur e´lectrique a` billes. La poudre
obtenue est ensuite place´e dans des timbales d’extraction en cellulose. L’extraction de la phase
lipidique est re´alise´e au chloroforme a` l’aide d’un extracteur Soxhlet SER148 (Agilent) : la timbale
est trempe´e dans 30 ml de solvant pendant 30 min, qui est ensuite porte´ a` e´bullition a` 160°C ; la
phase de se´chage finale est re´alise´e a` 60°C sur platine chauffante.
La fraction lipidique obtenue est finalement solubilise´e dans l’hexane et injecte´e dans un GC
7820A (Agilent) e´quipe´ d’une colonne apolaire HP-5 (Agilent) et d’un de´tecteur a` flamme (FID),
en utilisant l’hydroge`ne comme gaz vecteur (injection en mode splitless, pression de 10 psi). Un
gradient de 3°C/min est applique´, en respectant une se´rie de plateaux de stabilisation (50°C - 10
min ; 110°C - 20 min ; 240°C - 10 min).
Les mole´cules sont ainsi se´pare´es a` la fois selon leur encombrement ste´rique et le nombre/re´partition
de leurs groupements fonctionnels. Cette double de´pendance du temps de re´tention, associe´e a` la
complexite´ des assemblages lipidiques, rendent les chromatogrammes difficilement interpre´tables en
premie`re approche, et la comparaison a` des standards simples peu informative. Si l’interpre´tation
reste ainsi peu e´vidente et limite´e, la comparaison entre e´chantillons permet toutefois de re´ve´ler
des diffe´rences significatives (Figure 62).
Financements :
Ces travaux ont e´te´ soutenus :
– par le CNRS par l’interme´diaire de l’action interdisciplinaire AIR-Arche´ome´trie.
– par le programme SYNTHESIS II (http ://www.synthesis.info/), finance´ par l’Infrastructure
de Recherche de la Communaute´ Europe´enne (Programme FP7, projet n° GB-TAF-1525
”Characterization of the micro-structural organization and very fine-scale patterns of bio-
carbonated mollusk shells”).
– par l’Institut National des Sciences de l’Arche´ologie et du Patrimoine (dir. A. Akerraz) et le
Ministe`re de la Culture du Maroc, ainsi que la Mission arche´ologique El Harhoura-Te´mara,
finance´e par la Commission consultative des recherches arche´ologiques a` l’e´tranger du Mi-
niste`re des Affaires Etrange`res et Europe´ennes (France) - pour l’obtention d’e´chantillons
arche´ologiques.
– par l’Agence Nationale de la Recherche, a` travers le programme ‘La 6e Extinction’, (ANR-
09-PEXT-004 MOHMIE, sous la direction de C. Denys) pour la prise en charge d’une partie
des missions de terrain.
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